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POVZETEK 
 Tirozin-kinazni zaviralci so pomembne zdravilne učinkovine v tarčni terapiji več vrst 
rakavih obolenj. Pri zdravljenju z njimi so bili opaženi primeri ščitnične disfunkcije, zato jih 
uvrščamo med motilce endokrinega sistema. Zaradi njihove dolgotrajne uporabe v terapiji 
in naraščanja pojavnosti raka se te učinkovine uporabljajo čedalje pogosteje, kar posledično 
vodi v njihovo večjo prisotnost v okolju. Na ta način jim je izpostavljena tudi zdrava 
populacija in ostali živi organizmi. Poznavanje mehanizma njihovega delovanja na ščitnično 
funkcijo je tako pomembno za preprečevanje hipotiroidizma in hipertiroidizma tako pri 
terapiji z njim, kot tudi zaradi posredne izpostavljenosti preko okolja.  
 V okviru magistrske naloge smo na celični liniji GH3.TRE-Luc preučevali aktivnost 
izbranih tirozin-kinaznih zaviralcev (imatinib, sorafenib, erlotinib in regorafenib) na 
receptorje za ščitnične hormone. V prvem koraku smo izbranim učinkovinam s testom 
celične viabilnosti določili necitotoksične koncentracije. Z njimi smo nadaljevali v 
naslednjem koraku, kjer smo s pomočjo testa z reporterskim genom, t.i. luciferazni test, 
določali agonistično oz. antagonistično aktivnost na receptorje za ščitnične hormone.  
 Glede na pridobljene rezultate in postavljene zahteve za agonistično (≥ 130 % 
aktivnost luciferaze glede na kontrolo) in antagonistično (≤ 70 % aktivnost luciferaze glede 
na kontrolo) delovanje nobena izmed izbranih učinkovin pri testiranih koncentracijah ne 
izkazuje učinka neposredno na receptorje za ščitnične hormone. Tako imatinib kot sorafenib 
pri nizkih koncentracijah (10 pM) nakazujeta na možnost hormetičnega delovanja, zato je v 
prihodnje smiselno preučiti še nižje koncentracije obeh učinkovin. Erlotinib je pri 
antagonističnem testiranju v območju terapevtskih koncentracij izkazal statistično značilno 
zmanjšanje aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, vendar ne pod mejo za opredelitev 
antagonističnega delovanja. Pri interpretaciji rezultatov je treba upoštevati možnost, da je 
zmanjšanje luciferazne aktivnosti lahko posledica inhibicije encima in ne nujno delovanja 
učinkovine na receptor za ščitnične hormone. 
 Mehanizem delovanja neželenih učinkov izbranih učinkovin pri testiranih 
koncentracijah najverjetneje ni posledica delovanja na receptorje za ščitnične hormone, zato 
je treba mehanizem delovanja na ščitnično funkcijo iskati še naprej. 
KLJUČNE BESEDE: tirozin-kinazni zaviralci, receptorji za ščitnične receptorje, motilci 
endokrinega sistema, GH3.TRE-Luc  
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ABSTRACT 
 Tyrosine kinase inhibitors are important active pharmaceutical ingredients in 
targeted therapy of various types of cancer. They are considered as endocrine disruptors 
since several cases of thyroid dysfunction were noted during the treatment. Their long-term 
use in therapy and increasing incidence of cancer lead to the rise of consumption of these 
drugs, which results in their growing presence in the environment. Therefore, even the 
healthy population and other living organisms are exposed to them. Understanding the 
mechanism of action of these drugs on thyroid function is of great importance for preventing 
hypothyroidism and hyperthyroidism. 
 In the scope of this master thesis we have studied the activity of selected tyrosine 
kinase inhibitors (imatinib, sorafenib, erlotinib, regorafenib) on thyroid receptors, expressed 
in the cell line GH3.TRE-Luc. Firstly, we have determined non-cytotoxic concentrations of 
selected drugs using the cell viability assay. In the next step, we used those concentrations 
in the luciferase reporter assay to determine their agonistic or antagonistic activity on thyroid 
receptors. 
 According to the results and threshold for agonistic (≥ 130% luciferase activity 
compared to control compound) and antagonistic (≤ 70% luciferase activity compared to 
control compound) activity none of the selected tyrosine kinase inhibitors show direct 
activity on thyroid receptors. Low concentrations (10 pM) of both imatinib and sorafenib 
indicate a potential hormetic effect. Therefore, it would be wise to subject lower 
concentrations of both drugs to further testing. Therapeutic concentrations of erlotinib show 
statistically significant decrease of luciferase activity in antagonistic testing; however, not 
below the threshold value for antagonistic activity. When interpreting the results, it is 
important to bear in mind that a decrease of luciferase activity may possibly be linked to the 
inhibition of the luciferase itself and not to the action of a drug on thyroid receptor. 
 Mechanism involved in adverse effects of selected tyrosine kinase inhibitors on 
thyroid function is not likely to be associated with their activity on thyroid receptors. Thus, 
the search for tyrosine kinase inhibitors’ mechanism of action on thyroid gland continues.  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
BPA  bisfenol A 
Cmax najvišja plazemska koncentracija 
CCLR celični lizirni pufer (ang. cell culture lysis reagent) 
EGFR receptor za epidermalni rastni dejavnik 
EPAR Evropsko javno poročilo o oceni zdravila (ang. European public assessment 
report) 
FBS  fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
LAF  laminarni pretok zraka  
MES motilci endokrinega sistema 
OECD Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj 
PBT obstojna, bioakumulativna, toksična snov (ang. persistent, accumulative, 
toxic) 
PDGFR receptor za trombocitni rastni dejavnik 
PEC napovedana okoljska koncentracija (ang. predicted environmental 
concentration) 
PNEC napovedana koncentracija brez učinka na ekosistem (ang. predicted no effect 
concentration) 
RSD relativna standardna deviacija 
SD standardna deviacija 
T3  trijodtironin 
T4  tiroksin 
TG  tiroglobulin 
TKI  tirozin-kinazni zaviralec (ang. tyrosine kinase inhibitor) 
TRH  tiroliberin 
TR  receptor za ščitnične hormone (ang. thyroid receptor) 
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TRE  odzivni element za ščitnične hormone (ang. thyroid hormone response 
element) 
TSH  tirotropin 
VEGFR receptor za žilni rastni dejavnik 
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1. UVOD 
1.1. MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA 
Motilci endokrinega sistema (MES), pogosto imenovani tudi hormonski motilci, so 
snovi ali zmesi, ki spremenijo funkcije endokrinega sistema ter posledično škodljivo 
učinkujejo na zdravje neokvarjenega organizma, njegove potomce ali (pod)populacije (1). 
Začetki hipoteze o delovanju spojin na endokrini sistem segajo v leto 1991, ko so na 
konferenci Wingspread (Winsconsin, ZDA) preučili do tedaj zbrane podatke o opaženih 
reproduktivnih anomalijah pri živalih, ki so bile izpostavljene industrijskim in kmetijskim 
kemikalijam, in njihovih potomcih. Znanstveniki so izpostavili tudi podobnost anomalij in 
pojav adenokarcinoma pri otrocih žensk, ki so bile v času nosečnosti izpostavljene 
dietilstilbestrolu kot zdravilni učinkovini za preprečevanje spontanega splava. Diskusija 
znanstvenikov je vodila do zaključka, da so lahko opaženi učinki posledica zmožnosti spojin, 
da se vpletajo v endokrini sistem živali in ljudi (2). S tem se je začelo preučevanje MES in 
na tem področju je bilo od leta 1993 objavljenih že več kot 2000 študij (3).  
MES so navzoči v zraku, vodi, zemlji in posledično tudi v hrani, obenem pa smo jim 
izpostavljeni preko izdelkov za vsakdanjo rabo, kot so npr. detergenti, plastenke, kozmetični 
izdelki (4,5). Ocenjuje se, da ima okrog 1000 sintetičnih spojin učinek na endokrini sistem 
(6). Zaradi razširjenosti in njihove povezanosti s kroničnimi boleznimi predstavljajo MES 
velik javnozdravstveni problem (7). 
Strukturno gledano gre za zelo heterogeno skupino spojin, ki jim je skupna majhna 
molekulska masa (< 1000 daltonov). Lahko so naravnega (npr. fitoestrogeni) ali sintetičnega 
izvora. Slednje lahko nadalje razdelimo na plastifikatorje (npr. ftalati), pesticide (npr. 
dikloro-difenil-trikloroetan), fungicide (npr. vinklozolin), industrijska topila in drsila (npr. 
dioksini, poliklorirani in polibromirani bifenili), sestavine plastike (npr. bisfenol A - BPA) 
in nekatere zdravilne učinkovine (npr. dietilstilbestrol). Strukturna raznovrstnost spojin in 
različni mehanizmi delovanja na endokrini sistem predstavljajo velik izziv pri 
napovedovanju, ali je izbrana spojina MES (8). 
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1.1.1. Mehanizmi delovanja spojin na endokrini sistem 
Že od samega začetka preučevanja MES je kot osrednji mehanizem delovanja 
predlagan učinek na jedrne receptorje, kamor med drugim sodijo estrogenski receptorji, 
androgeni receptorji, receptorji za ščitnične hormone (TR) in retinoidni receptorji. Študije 
so pokazale, da se MES vpletajo tudi v delovanje drugih tipov receptorjev, in sicer 
membranskih estrogenskih receptorjev, nesteroidnih receptorjev (npr. serotoninski, 
dopaminski, noradrenalinski receptor) in drugih receptorjev, kot npr. receptor za aromatske 
ogljikovodike – AhR (8).  
Poleg neposredne vezave MES na receptorje, ki lahko povzroči tako aktivacijo kot 
inhibicijo signalne poti receptorja, lahko MES učinkujejo na ravni biosinteze endogenih 
hormonov in plazemskih beljakovin, vezave na plazemske beljakovine in izražanja 
hormonskih receptorjev (9). 
1.1.2. Testi za vrednotenje delovanja spojin na endokrini sistem 
Z zavedanjem o možnem delovanju spojin na endokrini sistem se je večala potreba 
po razvoju učinkovitih metod za testiranje in vrednotenje učinkov spojin na endokrini sistem. 
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) že od leta 1998 namenja veliko 
pozornosti razvoju in izboljšavi smernic za testiranje MES. Delovna skupina OECD-ja, 
EDTA AG (ang. Endocrine Disrupters Testing and Assessment Advisory Group), je 
pripravila konceptualni okvir večstopenjskega testiranja in vrednotenja spojin glede 
njihovega delovanja na endokrini sistem. Razdeljen je na pet ravni in vključuje in silico, in 
vitro in in vivo teste, ki so bodisi že validirani bodisi so v postopku validacije (10,11). 
Konceptualni okvir testiranja je predstavljen v Preglednici I.  
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Preglednica I: Konceptualni okvir testiranja MES po OECD-ju (10). 
Raven 1 Obstoječi podatki in in silico napovedi 
(fizikalno-kemijske lastnosti, toksikološki podatki iz literature, QSAR, ADME 
napovedi) 
Raven 2 In vitro testi  - mehanistični podatki 
(npr. vezavna afiniteta do receptorjev, transaktivacija receptorjev) 
Raven 3 In vivo testi  - mehanizem endokrinega delovanja 
(npr. uterotropni test, Hershbergerjev test) 
Raven 4 In vivo testi - neželeni učinki, vezani na endokrini sistem 
(npr. presejalni test za reprodukcijsko/razvojno toksičnost) 
Raven 5 In vivo testi - neželeni učinki, vezani na endokrini sistem, skozi daljše 
življenjsko obdobje organizma 
(npr. dvogeneracijska študija reprodukcijske toksičnosti) 
Namen konceptualnega okvirja je pomoč pri interpretaciji obstoječih podatkov in 
usmerjanje k testom, ki lahko podajo dodatne informacije, kar poveča moč dokazov glede 
delovanja spojine na endokrini sistem. Ne gre za stopenjsko strategijo z linearnim potekom 
testiranja, ki bi obvezno vključevala vse ravni, temveč služi kot pomoč pri izbiri testov in 
vrednotenju (10). Ravni 1, 2 in 3 podajajo informacije, na podlagi katerih se raziskovalci 
odločijo za morebitno potrebne nadaljnje teste na ravni 4 in 5, ki nudijo večjo moč dokazov 
(12).  
1.2. ENDOKRINI SISTEM 
Za pravilno delovanje človeškega telesa morajo imeti njegovi sestavni deli in organi 
sposobnost komuniciranja med seboj, da se lahko zagotavlja ohranjanje homeostaze. Pri tem 
sodelujeta predvsem dva sistema, in sicer živčni sistem in hormonski oz. endokrini sistem. 
Medtem ko je živčni sistem sposoben zelo hitrega prenosa informacij med različnimi deli 
telesa, je endokrini sistem počasnejši, vendar ima zato dolgotrajnejše učinke (13). Oba 
sistema sta med seboj povezana z nevroendokrinimi celicami, ki se na živčno vzdraženje 
odzovejo s sproščanjem hormonov v kri (14). 
Endokrini sistem preko hormonov nadzira rast in razvoj organizma, metabolizem, 
elektrolitsko sestavo telesnih tekočin, obenem pa se odziva na neugodne razmere in skrbi za 
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spolno dozorevanje in razmnoževanje (13,14). Sestavljajo ga velike endokrine žleze in tkiva 
ter organi, ki imajo endokrino funkcijo; našteti so v preglednici II. 
Preglednica II: Sestavni deli endokrinega sistema (13,14). 
Velike endokrine žleze 
hipotalamus, hipofiza, endokrini del trebušne slinavke, ščitnica, 
obščitnične žleze, nadledvičnici, gonade (jajčniki, moda), češerika 
Tkiva in organi z 
endokrino funkcijo 
osrednji živčni sistem, ledvice, želodec, srce, jetra, adipozno tkivo, 
mišice, placenta 
V endokrinih celicah nastaja vrsta različnih hormonov, ki se pod vplivom ustreznega 
dražljaja sprostijo v krvni obtok. Preko krvi prispejo do svojih tarčnih tkiv, kjer se vežejo na 
vezavno mesto receptorja in s tem sprožijo kaskado biokemijskih reakcij, ki vodijo v 
prilagoditev celičnega delovanja (13).  
Koncentracije hormonov so običajno zelo nizke, v pM in nM območju, vendar to za 
njihovo delovanje ne predstavlja ovire. Glavna razloga za to sta visoka vezavna afiniteta 
hormona do svojega receptorja in ustrezna specifičnost vezave. Za odnos med koncentracijo 
hormona in zasedenostjo receptorjev je značilna nelinearnost, saj obstaja prag za nasičenje 
receptorjev, nad katerim se kljub večanju koncentracije hormonov ne poveča tudi število s 
hormonom zasedenih receptorjev (15). Hipoteza o nezasedenih receptorjih (ang. the spare 
receptor hypothesis) govori o tem, da je maksimalni odziv na hormon dosežen pri 
koncentracijah, ki so znatno nižje od praga za nasičenje receptorjev (16). Nelinearnost velja 
tako tudi za odnos med zasedenostjo receptorjev in odzivom (15). Naštete značilnosti 
delovanja hormonov se odražajo na sigmoidni krivulji (slika 1A), ki opisuje odnos med 
logaritemsko koncentracijo hormona in odzivom na vezavo hormona na receptor.  
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Slika 1: A) Sigmoidna krivulja odnosa med odzivom in logaritemsko koncentracijo spojine. 
Rumen pravokotnik označuje koncentracije hormona, pri katerih pride do nižjih odzivov, 
moder pravokotnik pa koncentracije hormona, ki povzročijo višje odzive. B) Krivulja odnosa 
med odzivom in koncentracijo spojine, ki prikazuje vpliv koncentracij hormona nad pragom 
za nasičenje receptorja (16).  
S slike 1A lahko razberemo, da ima majhna sprememba v koncentraciji pri nižjih 
koncentracijah hormona (rumen pravokotnik) večji vpliv na odziv kot enaka sprememba pri 
višjih koncentracijah hormona (moder pravokotnik) (16). Z vidika nizkih koncentracij in 
značilnem nihanju koncentracije hormonov skozi dan je takšna lastnost delovanja hormonov 
izjemnega pomena pri uravnavanju biološkega odziva (15).  
Nasičenje receptorjev lahko vodi v t.i. regulacijo navzdol, pri čemer se zmanjša 
število receptorjev. Posledično lahko pride do zmanjšane občutljivosti celice na prisotnost 
hormona (16). Pri koncentracijah hormona nad pragom za nasičenje receptorjev je lahko 
zato odziv celo zmanjšan (17). Na sliki 1B je prikazano, kako se odziv zmanjšuje z večanjem 
koncentracije hormona nad pragom za nasičenje (16). 
Opisane zakonitosti delovanja hormonov so pomembne za preučevanje MES, saj se 
lahko vpletajo na nivo delovanja receptorjev za endogene hormone. V človeškem telesu so 
v nizkih koncentracijah hormoni ves čas prisotni, zato lahko prisotnost MES že v majhnih 
količinah pomembno vpliva na delovanje organizma. Obenem zaradi nelinearnosti med 
koncentracijo hormona in biološkim odzivom nanj ne moremo iz učinka pri visokem 
odmerku MES zagotovo napovedati, kakšen bo učinek pri nizkih odmerkih MES (16). 
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1.2.1. HORMEZA 
Z izrazom hormeza opisujemo pojav, ko opazimo stimulirajoči učinek oz. pozitiven 
učinek majhnega odmerka neke spojine, ki v večjih odmerkih deluje zaviralno oz. toksično. 
Hormeza je prilagoditev celičnega odziva in odziva organizma na zmerni stres (18). Zanjo 
je značilen bifazni učinek spojine na neko biološko funkcijo oz. disfunkcijo, ki ga grafično 
opišeta krivulji, prikazani na sliki 2 (19). 
 
Slika 2: Bifazni krivulji, značilni za hormezo. Ravna črta predstavlja nivo biološke 
disfunkcije (levi graf) oz. normalne biološke funkcije (desni graf), ki je prisoten spontano, 
brez izpostavljenosti spojini s hormetičnim delovanjem (19). 
Če ima spojina hormetično delovanje in je njen učinek vezan na neko biološko 
disfunkcijo (npr. kancerogeneza), je zanjo značilna krivulja »v obliki črke J«. Spontano, brez 
izpostavljenosti spojini s hormetičnim delovanjem, je nivo te disfunkcije konstanten. V 
primeru majhnega odmerka spojine, ki je znotraj hormetičnega območja, se nivo disfunkcije 
zniža (npr. počasnejša rast tumorja), pri višjem odmerku pa postane odziv večji in 
disfunkcija se poveča (npr. hitrejša rast tumorja).  Krivulja »v obliki obrnjene črke U« 
predstavlja delovanje spojine s hormetičnim delovanjem, kadar ima ta učinek na neko 
normalno biološko funkcijo (npr. rast). Ob izpostavljenosti majhnim odmerkom takšne 
spojine je nivo biološke funkcije povečan (npr. hitrejša rast), pri višjih odmerkih pa se nivo 
biološke funkcije zmanjša (npr. upočasnjena rast) pod nivo, ki je značilen za spojini 
neizpostavljen organizem (19). 
V predkliničnih študijah so za mnoge zdravilne učinkovine odkrili, da izkazujejo 
bifazne učinke, med njimi so tudi anksiolitične in antiepileptične učinkovine, zdravila za 
Alzheimerjevo in Parkinsonovo bolezen (20). Princip hormeze ima potencial za uporabo v 
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poljedelstvu, saj so za nekatere herbicide ugotovili, da imajo v majhnih odmerkih 
stimulativen učinek na rast rastlin (21). Herbicid glifosat se pri pridelovanju sladkornega trsa 
običajno uporablja za zatiranje plevela, vendar so pri uporabi majhnih koncentracij glifosata 
opazili povečano rast sladkornega trsa in posledično večji pridelek (22). 
Hormetično delovanje spojin je pomembno zlasti z vidika ocenjevanja tveganja, zato 
ga omenjamo tudi v povezavi z MES (20). Čeprav je le majhno število študij o MES 
izpolnjevalo kriterije za hormetične učinke in je splošno sprejeto dejstvo, da MES ne 
izkazujejo hormetičnega delovanja, je treba upoštevati, da je več kot 20 % vseh toksikoloških 
študij zaznalo delovanje spojin po principu hormeze. Pri preučevanju delovanja MES in 
ekstrapolaciji rezultatov z višjih odmerkov na nižje je vprašanje o možnem hormetičnem 
učinku zelo aktualno (23). 
1.2.2. ŠČITNICA 
Ščitnica je endokrina žleza, ki je sestavljena iz dveh režnjev in leži pred sapnikom. 
Je metuljaste oblike in je ena največjih endokrinih žlez v človeškem telesu. Zaradi svoje 
velike vloge pri uravnavanju presnove in delovanju številnih tkiv je zelo dobro prekrvavljena 
(24). Osnovna enota ščitničnega parenhima so mešički oz. folikli, ki so sestavljeni iz 
folikularnih celic, lumen foliklov pa je zapolnjen s koloidom (14).  
Glavna ščitnična hormona sta trijodtironin (T3) in tiroksin (T4), ki se med seboj 
strukturno razlikujeta le v enem atomu joda. Ščitnica sintetizira in sprošča v kri predvsem 
T4, vendar pa so učinki ščitničnih hormonov predvsem posledica delovanja T3. Po vstopu 
T4 v citoplazmo tarčnih celic poteče dejodacija njegovega zunanjega tironinskega obroča in 
nastane T3. Obenem poteka tudi dejodacija notranjega obroča T4, kar vodi v nastanek 
reverznega T3, ki ni hormonsko aktiven (25). 
Sinteza obeh ščitničnih hormonov poteka tako znotraj folikularnih celic, kot tudi v 
samem lumnu foliklov. V prvem koraku sinteze nastaja v folikularnih celicah tiroglobulin 
(TG), ki se prenese v lumen foliklov. Sledi aktivni transport I- iz krvi v folikularne celice 
preko Na+/I- črpalke. Ščitnična peroksidaza na apikalni membrani folikularnih celic poskrbi 
za oksidacijo I- v I2, znotraj foliklov pa pod njenim vplivom poteče jodiranje tirozinskih 
ostankov na molekuli TG. Sledi še njihova oksidativna kondenzacija v T3 in T4 na molekuli 
TG, kar predstavlja zalogo ščitničnih hormonov v lumnu foliklov. Ob stimulaciji ščitnice 
poteče endocitoza TG z jodiranimi tirozinskimi ostanki, v folikularni celici pa poteče 
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hidroliza s pomočjo lizosomalnih encimov in s TG se odcepita T3 in T4, ki nato preideta v 
kri (26). 
Negativna povratna zveza osi hipotalamus-hipofiza-ščitnica uravnava sintezo in 
sproščanje ščitničnih hormonov. Hipotalamus izloča tiroliberin (TRH), ki sproži izločanje 
tirotropina (TSH) v hipofizi. TSH se veže na membranske receptorje za tirotropin na 
folikularnih celicah ščitnice in tako spodbudi sintezo in sproščanje ščitničnih hormonov. Ob 
povečanju plazemske koncentracije T3 in T4 pride do zaviranja sproščanja TRH in TSH. Na 
ta način se zagotavlja evtiroidno stanje, ko je koncentracija ščitničnih hormonov v krvi v 
ustreznem koncentracijskem območju (26). 
1.2.3. RECEPTORJI ZA ŠČITNIČNE HORMONE 
Receptorje za ščitnične hormone uvrščamo v skupino jedrnih receptorjev, ki delujejo 
kot hormonsko aktivirani transkripcijski dejavniki (25). Nahajajo se v jedru, kjer so vezani 
na DNA tudi v odsotnosti svojega liganda. Jedrni receptorji so pravzaprav proteini, ki imajo 
na karboksilnem koncu domeno za vezavo liganda, v osrednjem delu proteina je domena za 
vezavo DNA, aminski konec proteina pa služi kot transaktivacijska domena, kamor se lahko 
vežejo transkripcijski kofaktorji, ki regulirajo transkripcijo gena (27).  
TR so kodirani z dvema različnima genoma, c-erbAα in c-erbAβ, in obstajajo v štirih 
izoformah, in sicer TRα1, TRα2, TRβ1, TRβ2 (28). V telesu so izoforme različno prisotne: 
TRα1 in TRα2 prevladujeta v možganih, kosteh, srcu in črevesju, medtem ko je TRβ1 najbolj 
prisoten v jetrih, ledvicah in ščitnici, TRβ2 pa v hipotalamusu, hipofizi, polžu notranjega 
ušesa in mrežnici (29). Po sintezi na ribosomih se TR transportirajo v jedro, kjer se z DNA-
vezavno domeno vežejo na poseben del DNA, imenovan odzivni element za ščitnične 
hormone (ang. thyroid hormone response element; TRE). TR se vežejo na TRE kot 
monomeri, homodimeri (α/α, a/β, β/β) ali heterodimeri z drugimi proteini, npr. retinoidnim 
receptorjem X. Ob vezavi T3 na TR, TRE spodbudi transkripcijo gena v prekurzorsko 
mRNA, čemur sledi odstranitev intronov in nastane mRNA, ki se na ribosomih prevede v 
regulatorni ali strukturni protein (28). 
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1.3. TIROZIN-KINAZNI ZAVIRALCI 
Tirozin-kinazni zaviralci (ang. tyrosine kinase inhibitors, TKI) so protitumorne 
učinkovine, ki se uporabljajo v tarčni terapiji več vrst rakavih obolenj. Delujejo na različne 
družine tirozinskih kinaz, med njimi so najpomembnejše tarče receptor za epidermalni rastni 
dejavnik (EGFR), receptor za trombocitni rastni dejavnik (PDGFR), receptor za žilni rastni 
dejavnik (VEGFR) in fuzijski protein Bcr-Abl (30). Mnogi izmed TKI delujejo hkrati na 
širši spekter tirozinskih kinaz, nekateri TKI (erlotinib, gefitinib) pa imajo izključno eno tarčo 
(31). 
Tirozinske kinaze imajo odločilno vlogo pri celični signalizaciji z rastnimi faktorji, 
saj katalizirajo prenos fosfata z ATP na znotrajcelični signalni protein. Delimo jih na 
receptorske tirozinske kinaze, ki imajo izvencelično vezavno mesto za ligand, in 
nereceptorske tirozinske kinaze, ki so citosolni encimi, pogosto spojeni s 
transmembranskimi proteini. Vezava liganda na receptorske tirozinske kinaze povzroči 
dimerizacijo podenot receptorja in s tem avtofosforilacijo citoplazemske domene receptorja 
ter aktivacijo tirozinske kinaze. V tumorskih celicah so celične signalne poti pogosto 
prekomerno izražene, posledično lahko aktivirane tirozinske kinaze spodbujajo 
angiogenezo, proliferacijo tumorja in metastaziranje, obenem pa lahko tudi zavirajo 
apoptozo (32). 
Splošno gledano pacienti dobro prenašajo TKI, zlasti v primerjavi s citostatičnimi 
zdravili, ki se običajno uporabljajo v onkologiji (31). Navkljub temu so s TKI povezani 
neželeni učinki, ki zmanjšujejo kakovost življenja pacientov. Med neželene učinke TKI 
štejemo hipertenzijo, ledvično popuščanje, kardiotoksične učinke, poškodbe kože, arterijsko 
trombembolijo in gastrointestinalno perforacijo. Zaradi citostatičnega mehanizma delovanja 
tarčne terapije je terapija s TKI dolgotrajna, kar posledično vodi v razvoj novih in dalj časa 
trajajočih neželenih učinkov (33).  
Redek, a dobro poznan neželeni učinek TKI je tudi ščitnična disfunkcija. V večini 
primerov gre za hipotiroidizem, v manjšem obsegu pa se pojavi tudi hipertiroidizem, ki je 
večinoma subklinične in prehodne narave (34). Predlagani mehanizmi razvoja ščitnične 
disfunkcije pri terapiji s TKI so opisani v preglednici III (35). 
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Preglednica III: Predlagani mehanizmi razvoja ščitnične disfunkcije pri terapiji s TKI (35). 
RAVEN DELOVANJA PREDLAGANI MEHANIZMI RAZVOJA ŠČITNIČNE DISFUNKCIJE 
Vpliv na ščitnico in 
biosintezo ščitničnih 
hormonov 
1. Inhibicija VEGF receptorjev, ki vodi v kapilarno disfunkcijo in 
posledično v propadanje ščitnice 
2. Inhibicija privzemanja joda 
3. Inhibicija aktivnosti ščitnične peroksidaze 
Vpliv na transport 
ščitničnih 
hormonov 
1. Inhibicija prenašalnega proteina za ščitnične hormone, MCT8 
2. Spremenjena absorpcija ščitničnih hormonov iz 
gastrointestinalnega trakta pri pacientih z odstranjeno ščitnico, 
ki prejemajo nadomestno terapijo 
Vpliv na 
metabolizem 
ščitničnih 
hormonov in TSH 
1. Povečana aktivnost dejodinaze tipa 3, ki povzroči nastanek 
neaktivnih metabolitov ščitničnih hormonov 
2. Povečanje TSH kot odziv na večino TKI, ki je lahko posledica: 
a. zmanjšanja T3 in/ali T4 
b. inhibicije prenašalnega proteina MCT8 v hipofizi 
c. negativnega učinka na hipofizne kapilare 
V nadaljevanju bodo podrobneje predstavljeni TKI, ki so najpogosteje uporabljeni v 
terapiji in za katere želimo ugotoviti, ali imajo neposreden učinek na receptorje za ščitnične 
hormone. 
1.3.1. IMATINIB 
Imatinib močno zavira aktivnost Bcr-Abl tirozin-kinaze, obenem pa je tudi zaviralec 
receptorske tirozin-kinaze pri receptorju Kit in pri PDGFR-α in PDGFR-β (36).  
Kar 95 % pacientov s kronično mieloično levkemijo in 15-30 % pacientov z akutno 
limfoblastno levkemijo ima zaradi translokacije genetskega materiala med kromosomom 8 
in 22, imenovano tudi kromosom Philadelphia, izraženo onkogeno tirozin-kinazo Bcr-Abl. 
Imatinib zavira njeno aktivnost in s tem selektivno zavira proliferacijo in inducira apoptozo 
mieloičnih celic pri teh pacientih (32).  
Imatinib je v Sloveniji registriran za zdravljenje hematoloških malignih obolenj in 
gastrointestinalnih stromalnih tumorjev, tako pri odrasli kot pri pediatrični populaciji. 
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Terapevtske indikacije imatiniba vključujejo kronično mieloično levkemijo in akutno 
limfoblastno levkemijo s prisotnim kromosomom Philadelphia. V terapiji se imatinib 
uporablja v različnih odmerkih, ki se pri odraslih gibljejo od 400 mg do 800 mg (37).  
Absolutna biološka uporabnost imatiniba znaša 98 %, vezava na plazemske proteine 
je približno 95 %. V telesu poteče biotransformacija imatiniba v podobno učinkovit aktivni 
presnovek, N-demetilirani piperazinov derivat, ki poteka preko CYP3A4. Imatinib se 
deloma izloča v nespremenjeni obliki, pot eliminacije poteka preko blata in urina. 
Razpolovna doba imatiniba je približno 18 ur, najvišjo plazemsko koncentracijo (Cmax) 
doseže 1-2 uri po aplikaciji zdravila; v odvisnosti od odmerka se Cmax giblje med 5,27 (400 
mg) in 9,07 M (1000 mg) (36).  
Imatinib je bil identificiran kot učinkovina, ki ni obstojna, bioakumulativna in 
toksična (ang. persistent, bioaccumulative, toxic, PBT). Napovedana okoljska koncentracija 
(ang. predicted environmental concentration, PEC) imatiniba v površinskih vodah za leto 
2013 znaša 3 g/L, kar ustreza  6,1 nM (38). Glede na porabo imatiniba je podana ocena, da 
je v odplakah severnozahodne Anglije imatinib prisoten v koncentraciji 4,6 ng/L (9,3 pM), 
v rekah pa naj bi bila ta koncentracija znatno nižja, 0,5 ng/L (1,0 pM) (39). V Franciji 
ocenjujejo PEC na vrednost 4,99 ng/L (10,1 pM) (40). Na Portugalskem se PEC vrednost za 
imatinib giblje med 3,09 in 5,37 ng/L (6,26 – 10,88 pM) (41). 
V literaturi je opisanih nekaj primerov ščitnične disfunkcije ob terapiji z imatinibom. 
Pri vseh pacientih, ki jim je bila odstranjena ščitnica in so prejemali terapijo z imatinibom 
in levotiroksinom, so bili prisotni simptomi hipotiroidizma, medtem ko pri pacientih z 
normalno delujočo ščitnico teh simptomov ni bilo. Najverjetnejši mehanizem takšnega 
delovanja imatiniba je povečan očistek T4 in T3 (42). Retrospektivna študija o učinku 
imatiniba na ščitnično funkcijo je pokazala, da sta dva pacienta od osmih, ki so prejemali 
imatinib, razvila prehodno ščitnično disfunkcijo; prvi pacient hipotiroidizem, drugi pa 
hipertiroidizem (43). 
1.3.2. SORAFENIB 
Sorafenib je multikinazni zaviralec, ki ima antiproliferativno in antiangiogeno 
delovanje. Vpliva na delovanje različnih tarč v tumorskih celicah in žilju, tako na 
serin/treonin-kinaze (RAF kinaze) kot tudi na tirozin-kinaze (c-KIT, VEGFR-2/3, PDGFR-
β) (32). V terapiji se uporablja pri karcinomu jetrnih celic, karcinomu ledvičnih celic in 
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diferenciranem karcinomu ščitnice. Skupni dnevni priporočeni odmerek sorafeniba je 800 
mg, ki je razdeljen na dva odmerka po 400 mg, po potrebi pa se lahko odmerek tudi zmanjša 
(44). 
Absolutna biološka uporabnost sorafeniba ni znana, vendar je ocenjena na manj kot 
50 % (45). Vezava na plazemske proteine je 99,5 % (46). Cmax se doseže v treh urah po 
aplikaciji, po sedemdnevnem večkratnem odmerjanju sorafeniba pride od 2,5- do 7-kratnega 
kopičenja v primerjavi z enkratnim odmerkom (44). Razpolovna doba sorafeniba znaša 25-
48 ur, večinoma se presnovi v jetrih preko CYP3A4 in UGT1A9. Konjugirani presnovki se 
v prebavilih razcepijo, zato prihaja do reabsorpcije sorafeniba. Izločanje sorafeniba poteka 
večinoma preko blata, manjši delež pa tudi preko urina (46). Plazemske koncentracije 
sorafeniba so med pacienti zelo različne, kar je razvidno iz rezultatov  različnih študij. Pri 
japonski populaciji bolnikov z napredovalim karcinomom jetrnih celic so po enkratnem 
odmerku izmerili Cmax 1,18 M, po 28. dnevu terapije pa se je Cmax povišal na vrednost med 
7,14 in 12,91 M (46). C. Fucile in sodelavci so namesto Cmax merili koncentracijo po 3h od 
jutranjega odmerka sorafeniba (C3h) oz. po 12h (C12h) od večernega odmerka sorafeniba.  V 
študiji so merili plazemsko koncentracijo pri t=3h zaradi upoštevanja literaturnih podatkov, 
da je to približen tmax, zato lahko C3h primerjamo s Cmax. Povprečni C12h znaša 18,89 M, 
medtem ko je povprečni C3h 13,38 M (47). 
Sorafenib ima PEC vrednost 38,7 ng/L (81,3 pM) in je opredeljen kot zelo obstojen 
in zelo bioakumulativen, obenem tudi toksičen za ribe (48). Na podlagi švedske porabe 
sorafeniba v letu 2018 je PEC vrednost precej nižja, 2,7 ng/L (5,81 pM), medtem ko 
napovedna koncentracija brez učinka (ang. predicted no-effect concentration, PNCE) znaša 
17,0 ng/L (36,6 pM). Njuno razmerje PEC/PNEC je enako 0,2, zaradi česar avtorji sorafenib 
povezujejo z majhnim tveganjem za okolje (49). 
Učinek sorafeniba na delovanje ščitnice je bil zaznan že v nekaj študijah, vendar je 
pojavnost ščitnične disfunkcije zelo različna, od 6,3 % do 27 % (50). Možen mehanizem 
razvoja hipotiroidizma je inhibicija receptorja VEGF v ščitničnih celicah, kar vodi v 
regresijo kapilar. Obenem je lahko vzrok tudi v povečani aktivnosti dejodinaze tipa 3 ali 
peroksidaze. Z razvojem hipotiroidizma je bilo v študiji J. Clemons in sodelavcev povezano 
daljše preživetje brez pojava napredovanja karcinoma ledvičnih celic, kar nakazuje na to, da 
ima lahko hipotiroidizem nekakšno zaščitno funkcijo pri rakavih boleznih (51). 
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1.3.3. ERLOTINIB 
Erlotinib deluje kot zaviralec tirozinske kinaze EGFR, kjer zavira znotrajcelično 
fosforilacijo tega receptorja, kar posledično zaustavi proliferacijo celic in sproži apoptozo 
(32). Uporablja se v terapiji nedrobnoceličnega raka pljuč, ki ima EGFR-aktivirajoče 
mutacije, in pri metastatskem raku trebušne slinavke. Priporočeni dnevni odmerek erlotiniba 
se razlikuje glede na indikacijo, najpogosteje je 100 ali 150 mg (52). 
Povprečna absolutna biološka uporabnost erlotiniba je ocenjena na 59 %, ob 
aplikaciji erlotiniba skupaj s hrano pa se lahko poveča do skoraj 100% (53). Na plazemske 
proteine se veže 95 % absorbiranega odmerka (54). Biotransformacija erlotiniba poteka 
preko CYP3A4, v manjši meri tudi preko CYP1A2, CYP1A1 v pljučih in CYP1B1 v 
tumorskem tkivu. Glavna presnovka sta primerljivo učinkovita kot erlotinib, vendar se v 
plazmi nahajata v nizkih koncentracijah. Več kot 90 % odmerka erlotiniba se izloča preko 
blata, deloma tudi preko ledvic in v nespremenjeni obliki (52). Razpolovna doba je ocenjena 
na 36,2 ure, dinamično ravnovesje plazemskih koncentracij se doseže v cca. 7 dneh (55,56). 
Po enkratnem odmerku 150 mg erlotiniba je povprečna Cmax 2,56 M, povprečna največja 
koncetracija erlotiniba v dinamičnem ravnovesju (Cmax,ss) pa znaša 5,33 M (57). 
PEC vrednost erlotiniba je 0,003 g/L, kar ustreza 6,98 pM (58). J. P. Besse in 
sodelavci navajajo nekoliko višjo vrednost PEC (0,0034 g/L; 7,9 pM), vendar se ob 
upoštevanju porabe erlotiniba v Franciji leta 2008 predvidena prisotnost erlotiniba v okolju 
zniža pod 0,07 ng/L (0,16 pM) (59).  
Do sedaj je v literaturi opisan le en klinični primer, ki je povezan s terapijo z 
erlotinibom in pojavom ščitnične disfunkcije. 54-letna pacientka z nedrobnoceličnim rakom 
pljuč, ki je imela že pred uvedbo erlotiniba subklinične simptome hipotiroidizma, je v treh 
mesecih terapije z erlotinibom razvila resno obliko hipotiroidizma (60). 
1.3.4. REGORAFENIB 
Regorafenib je multikinazni zaviralec, ki ima zelo širok spekter inhibicije proteinskih 
kinaz. Z zaviranjem VEGFR-1/2/3 in angiopoetinskega receptorja (TIE2) vpliva na 
tumorsko angiogenezo, obenem pa tudi na razsoj rakavega tkiva, saj hkrati zavira še PDGFR. 
Poleg tega deluje na tumorsko imunost preko zaviranja CSF1R, z močno inhibicijo KIT, 
RAF-1 in RET pa ima pomemben vpliv na onkogenezo (61, 62). Regorafenib je indiciran za 
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zdravljenje metastatskega kolorektalnega karcinoma, metastatskih gastrointestinalnih 
stromalnih tumorjev in raka jetrnih celic pri bolnikih, ki so bili predhodno zdravljeni s 
sorafenibom. Zdravljenje poteka v štiritedenskih ciklih, kjer trem tednom zdravljenja z 
dnevnim odmerkom 160 mg regorafeniba sledi teden brez zdravljenja (63). 
Pri peroralni aplikaciji regorafeniba v obliki tablete je relativna biološka uporabnost  
v primerjavi s peroralno raztopino 70 % (20 mg odmerek) oz. 83 % (100 mg odmerek) (64). 
Ob zaužitju regorafeniba z zajtrkom, ki vsebuje malo maščob, so plazemske koncentracije 
regorafeniba in aktivnih presnovkov višje kot na tešče (63). Vezava na plazemske proteine 
je 99,5 %. V jetrih poteka biotransformacija s CYP3A4 in UGT1A9 do dveh glavnih in 
farmakološko aktivnih presnovkov, ki prav tako kot regorafenib podležeta enterohepatični 
cirkulaciji (65). Razpolovna doba regorafeniba je 20 do 40 ur, kar pojasni akumulacijo 
regorafeniba v plazmi po večkratnih odmerkih. V stanju dinamičnega ravnovesja so 
plazemske koncentracije tudi dvakrat do štirikrat višje od plazemskih koncentracij pri 
enkratnem odmerku (64). Večina odmerka se izloča preko blata, majhen delež tudi preko 
urina (65). Povprečna Cmax po enkratnem dnevnem odmerku 160 mg je 5,2 M, Cmax,ss pa 
znaša 8,09 M (64, 65). 
Na podlagi ocene tveganja za okolje je bil regorafenib identificiran kot PBT, torej je 
obstojen, bioakumulativen in toksičen ter predstavlja tveganje za posamezne predele okolja 
(voda, zemlja). Prvotna ocena PEC regorafeniba je znašala 0,6 g/L (1,24 nM); ob 
upoštevanju dejanske petletne pojavnosti indikacije za uporabo regorafeniba pa je znatno 
nižja (0,022 g/L; 45,6 pM) (66). Glede na porabo regorafeniba na Švedskem leta 2018 je 
PEC vrednost 0,14 ng/L (0,29 nM) in PNEC vrednost 0,7 ng/L (1,45 nM). Njuno razmerje 
PEC/PNEC znaša 0,2, kar je sicer manjše od 1 in nakazuje, da regorafenib nima 
dolgoročnega signifikantnega vpliva na okolje, a avtorji poudarjajo, da razmerje morda 
podcenjuje tveganje za okolje in zato pritrjujejo opredelitvi regorafeniba kot PBT snov (67).  
Hipotiroidizem je opredeljen kot pogost neželeni učinek regorafeniba (63). Pojavnost 
hipotiroidizma pri terapiji z regorafenibom zelo variira, vse od 9 % do 52 % (68–70). Na 
Japonskem so s testi ščitnične funkcije rutinsko preverjali delovanje ščitnice med terapijo z 
regorafenibom in pri 42,8 % pacientov odkrili neobičajno povečano raven TSH, pri 8,5 % 
pa je bilo zaradi razvoja subkliničnega hipotiroidizma potrebno zdravljenje z levotiroksinom 
(71). V eni izmed študij so zaznali pojav protiteles proti ščitnični peroksidazi in zmanjšanje 
15 
 
volumna ščitnice (70). Obenem je bila opažena korelacija med pojavnostjo hipotiroidizma 
in izboljšanim preživetjem pri bolnikih z metastatskim kolorektalnim karcinomom (68, 70).  
Z razvojem TKI je terapija rakavih bolezni zelo napredovala, saj zaradi večje 
usmerjenosti proti rakavim celicam predstavlja manjše tveganje za nespecifično delovanje. 
Kljub temu tarčna terapija ni popolnoma specifična za tumorske celice, kar posledično 
pomeni, da TKI niso brez neželenih učinkov. Pri pacientih na terapiji s TKI so v klinični 
praksi zasledili tudi pojavnost ščitnične disfunkcije, v ospredju je zlasti hipotiroidizem. 
Poznavanje mehanizma delovanja TKI na ščitnično funkcijo ni bistvenega pomena le za 
preprečevanje oz. zdravljenje neželenih učinkov pri pacientih, ki prejemajo TKI. Zaradi 
dolgotrajne uporabe teh zdravilnih učinkovin in čedalje večje pojavnosti raka in s tem 
povečanja porabe TKI se viša tudi prisotnost TKI v okolju. To je pomembno za zdravo 
populacijo in ostale žive organizme, ki so na ta način izpostavljeni nizkim koncentracijam 
TKI. 
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2. NAČRT DELA 
Namen tega magistrskega dela je ugotoviti, ali izbrani TKI izkazujejo učinke na 
delovanje ščitnice na ravni receptorjev za ščitnične hormone. Gre za enega izmed možnih 
mehanizmov delovanja teh učinkovin na ščitnično funkcijo, kar bomo preverjali s pomočjo 
in vitro testiranja na celični liniji GH3.TRE-Luc. 
Pri izbiri testiranih učinkovin bomo na podlagi znanstvenih člankov zožili nabor TKI 
na tiste, ki so v preteklih študijah oz. kliničnih primerih že izkazovali vpliv na delovanje 
ščitnice. Dodatna kriterija za izbiro učinkovin bosta tudi pogostost uporabe in predhodno 
izvedene in silico študije afinitete do vsaj enega izmed receptorjev endokrinega sistema. Na 
podlagi literaturnih podatkov o uporabljenih koncentracijah pri zdravljenju pacientov bomo 
določili želene testirane koncentracije TKI. Zaradi možnega hormetičnega delovanja 
izbranih učinkovin bomo v testiranje vključili tudi nizke koncentracije (v pM območju). 
Eksperimentalni del bo obsegal gojenje in pripravo celične linije GH3.TRE-Luc na 
testiranje ter izvajanje testa celične viabilnosti in testa z reporterskim genom, t.i. luciferazni 
test. S testom celične viabilnosti bomo določili najvišje necitotoksične koncentracije 
posameznih kontrolnih spojin oz. učinkovin, ki jih bomo v nadaljevanju uporabili v 
luciferaznem testu. S slednjim bomo in vitro ugotavljali, ali kontrolni spojini oz. testirane 
učinkovine izkazujejo agonističen oz. antagonističen učinek na receptorje za ščitnične 
hormone ali ne. Pred samim testiranjem izbranih učinkovin bomo preverili odzivnost celične 
linije na kontrolni spojini (T3 kot znan agonist na receptorje za ščitnične receptorje, BPA 
kot znan antagonist na receptorje za ščitnične receptorje) in primerjali pridobljeni vrednosti 
EC50 za T3 oz. IC50 za BPA z literaturnimi podatki. V kolikor bodo celice dale primerne 
odzive na kontrolni spojini, bomo nadaljevali s testiranjem izbranih učinkovin. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. TESTIRANE UČINKOVINE IN KONTROLNI SPOJINI  
Iz nabora TKI smo za testiranje izbrali imatinib, sorafenib, erlotinib in regorafenib. 
Za potrebe testiranja smo potrebovali tudi kontrolni spojini, in sicer T3 kot agonist receptorja 
za ščitnične hormone in BPA kot antagonist receptorja za ščitnične hormone. Vse 
uporabljene spojine so predstavljene v preglednici IV. 
Preglednica IV: Testirani kontrolni spojini in učinkovine. Navedeno je IUPAC kemijsko ime, 
proizvajalec, čistota [%] in molska masa spojine [g/mol]. 
 TRIJODTIRONIN BISFENOL A 
Kemijsko ime 
2-amino-3-[4-(4-hidroksi-3-
jodofenoksi)-3,5-dijodofenil] 
propanojska kislina 
4-[2-(4-hidroksifenil)propan-2-
il]fenol 
Proizvajalec; 
čistota 
Sigma-Aldrich;  95 % Sigma-Aldrich; > 99 % 
Kemijska 
struktura 
 
 
Molska masa 650,97 g/mol 228,29 g/mol 
 
  
18 
 
Nadaljevanje preglednice IV. 
 IMATINIB SORAFENIB 
Kemijsko 
ime 
4-[(4-metilpiperazin-1-
il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-
piridin-3-ilpirimidin-2-
il)amino]fenil] benzamid 
4-[4-[[4-kloro-3-
(trifluorometil)fenil]karbamoilamino] 
fenoksil]-N-metilpiridin-2-
karboksamid 
Proizvajalec; 
čistota 
TCI; > 98,0 % LGC; 99,7 % 
Kemijska 
struktura 
  
Molska masa 493,62 g/mol 464,82 g/mol 
 ERLOTINIB REGORAFENIB 
Kemijsko 
ime 
N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-
metoksietoksi)kinazolin-4-
amin 
4-[4-[[4-kloro-3-
(trifluorometil)fenil]karbamoilamino]-
3-fluorofenoksi]-N-metilpiridin-2-
karboksamid 
Proizvajalec; 
čistota 
Apollo Scientific; > 99 % TCI; > 98 % 
Kemijska 
struktura 
  
Molska masa 393,44 g/mol 482,82 g/mol 
19 
 
Na podlagi terapevtskih koncentracij izbranih TKI in potencialne možnosti 
hormetičnega delovanja smo določili devet koncentracij, pri katerih smo testirali spojine. 
Kontrolni spojini (T3, BPA) smo testirali pri devetih različnih koncentracijah. Vse 
uporabljene koncentracije so navedene v preglednici V. 
Preglednica V: Uporabljene testirane koncentracije za izbrane TKI in kontrolni spojini. 
VZOREC 
KONCENTRACIJA 
TESTIRANIH 
SPOJIN 
KONCENTRACIJA 
T3 
KONCENTRACIJA 
BPA 
1 10 M 100 nM 125 M 
2 5 M 10 nM 100 M 
3 2,5 M 1 nM 75 M 
4 1 M 500 pM 50 M 
5 100 nM 250 pM 25 M 
6 10 nM 100 pM 10 M 
7 1 nM 50 pM 1 M 
8 100 pM 10 pM 100 nM 
9 10 pM 1 pM 10 nM 
3.2. PRIPRAVA RAZTOPIN UČINKOVIN IN KONTROLNIH SPOJIN 
Priprava spojin je zajemala tehtanje na analitski tehtnici (AG245, Mettler Toledo, 
Švica), raztapljanje natehtanih spojin v 99,9 % DMSO in redčenje spojine z 99,9 % DMSO 
do ustreznih izhodiščnih koncentracij. Le-te so bile 2000-krat večje od tistih, ki so navedene 
v preglednici V (npr. v mikrocentrifugirko smo pripravili koncentracijo 20 mM, dejanska 
končna koncentracija na testni ploščici pa je bila 10 M). Spojine v DMSO smo v primeru 
testiranja agonističnega učinka najprej 1000-krat redčili s PCM medijem (glej podpoglavje 
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3.4.1. Priprava medijev, ostali reagenti in material) oz. v primeru testiranja antagonističnega 
učinka z raztopino 0,5 nM T3 v PCM mediju. 100 L tako pripravljene spojine smo nato 
dodali v vdolbinico mikrotitrske ploščice, kjer je že prej bilo 100 L celične suspenzije, zato 
se je pri tem koraku spojina še dvakrat razredčila. Na ta način smo iz 2000-krat višjih 
koncentracij spojin dobili ustrezno testirano koncentracijo spojine v vdolbinici mikrotitrske 
ploščice.  
3.3. CELIČNA LINIJA GH3.TRE-LUC 
Za testiranje smo uporabili celično linijo GH3.TRE-Luc, ki nudi možnost 
preučevanja učinka spojin na receptorje za ščitnične hormone. GH3 celice izhajajo iz 
tumorja hipofize rjave podgane (Rattus norvegicus) in so po morfologiji epitelijskega tipa 
(72). Te celice se med rastjo pritrdijo na površino gojitvene posode, zato spadajo med 
adherentne celice. GH3 celice so odzivne na ščitnične hormone, saj konstitutivno izražajo 
tako TRα kot TRβ (73). 
GH3.TRE-Luc celična linija je bila pripravljena s stabilno transfekcijo, in sicer so v 
GH3 celice vstavili plazmid pGL4CP-SV40-2xtaDR4, ki kodira encim luciferazo (73). To 
nam je omogočilo, da smo lahko na podlagi luciferaznega testa določali, ali je učinkovina 
sposobna agonističnega oz. antagonističnega učinka na receptor za ščitnične hormone.  
3.4. PRAKTIČNA IZVEDBA TESTIRANJA 
Testiranje smo izvajali v komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komora; Iskra, 
Slovenija), ki je postavljena v ločen prostor znotraj celičnega laboratorija. Delo s celicami 
zahteva aseptično ravnanje, zato da med testiranjem zagotavljamo sterilnost in s tem 
zmanjšamo možnost za okužbe celic z bakterijami. Poleg uporabe LAF komore to zajema 
uporabo 70 % etanola za razkuževanje delovne površine, materiala in rokavic. 
Protokol za testiranje na celični liniji GH3.TRE-Luc natančno določa potreben 
material, opremo in potek testiranja. Predvideva štiridnevno testiranje po razporedu, ki bo 
podrobneje opisan v nadaljevanju podpoglavja: 
 1. DAN: presajanje celic 
 2. DAN: zamenjava medija 
 3. DAN: nasajanje in tretiranje celic s spojinami 
 4. DAN: merjenje odzivov 
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3.4.1. PRIPRAVA MEDIJEV, OSTALI REAGENTI IN MATERIAL 
Za potrebe eksperimentalnega dela smo za celično linijo GH3.TRE-Luc pripravili 
dva različna medija, in sicer gojitveni medij in testni medij.  
Gojitveni medij celicam nudi ustrezna hranila, ki so potrebna za rast in 
razmnoževanje. Sestavljajo ga DMEM/F-12, FBS in Pen-Strep; količinska sestava je 
navedena v preglednici VI.  
Preglednica VI: Količinska sestava gojitvenega medija. V prvem stolpcu so navedene 
okrajšave sestavin, njihovo polno ime in proizvajalec. 
 Količinska 
sestava medija 
DMEM/F-12: Dulbecco's Modified Eagle's medium/Ham's F12 
Ref. št.: D8437-500ML 
Sigma-Aldrich, Združeno kraljestvo 
500 mL 
FBS: fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum)  
Ref. št.: 10270-106  
Gibco, Brazilija 
50 mL 
Pen-Strep: raztopina streptomicina (10.000 U/mL) in penicilina (10 mg/mL) 
Ref. št.: P0781 
Sigma-Aldrich, Izrael 
5 mL 
DMEM/F-12 je komercialno dostopna, vnaprej pripravljena mešanica aminokislin, 
vitaminov, anorganskih soli in ostalih komponent, ki jih celice potrebujejo za rast. FBS je 
fetalni goveji serum, ki vsebuje številne proteine, hormone, minerale in druge rastne faktorje. 
Pen-Strep je komercialno dostopna mešanica streptomicina in penicilina (10.000 U/mL 
streptomicin, 10 mg/mL penicillin), ki jo dodamo mediju za zmanjšanje možnosti okužbe 
celic z bakterijami. 
Testni medij za celično linijo GH3.TRE-Luc je t.i. PCM medij, ki ima kompleksnejšo 
sestavo kot gojitveni medij in za razliko od gojitvenega medija ne vsebuje seruma. Sestavine 
medija in njihova količina so navedene v preglednici VII.  
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Preglednica VII: Poimenska, količinska in koncentracijska sestava PCM medija. V prvem 
stolpcu so navedene tudi CAS in referenčne številke ter ime proizvajalca. * označuje 
volumen, ki ga odpipetiramo iz 0,05 mg/mL pripravljene koncentracije spojine v PBS,  iz 
0,05 ng/mL,  iz 0,04 mg/L. 
Sestavina 
Količinska sestava 
medija 
Koncentracijska 
sestava medija 
DMEM/F-12: Dulbecco's Modified Eagle's 
medium/Ham's F12 
Ref. št.: D8437-500ML 
Sigma-Aldrich, Združeno kraljestvo 
500 mL / 
Pen-Strep: raztopina streptomicina (10.000 
U/mL) in penicilina (10 mg/mL) 
Ref. št.: P0781 
Sigma-Aldrich, ZDA 
5 mL / 
Inzulin, 10 mg/mL 
Ref. št.: I0516-5ML 
Sigma-Aldrich, ZDA 
500 L 10 g/mL 
Etanolamin (CAS: 141-43-5) 
Ref. št.: 110167-25 ML 
Sigma-Aldrich, Nemčija 
0,302 L 10 M 
Natrijev selenit (CAS: 10102-18-8) 
Ref. št.: 214485-5G 
Sigma-Aldrich, ZDA 
100 L* 10 ng/mL 
Človeški apotransferin (CAS: 11096-37-0) 
Ref. št.: T2036-100 MG 
Sigma-Aldrich, ZDA 
100 L 10 g/mL 
Goveji serumski albumin (CAS: 9048-46-8) 
Ref. št.: A2153-10G 
Sigma-Aldrich, ZDA 
6250 L 500 g/mL 
Pri delu s celicami smo pri različnih postopkih in obeh testih potrebovali tudi 
naslednje reagente: 
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 DMSO: 99,9 % (ref.št. 276855, Sigma-Aldrich, ZDA)  
 Tripsin: raztopina EDTA (ref. št. T4174-20ML; Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Inhibitor tripsina (ref. št. R-007-100; Gibco, ZDA) 
 Raztopina barvila tripan modro (ref. št. T8154; Sigma-Aldrich, Združeno 
kraljestvo) 
 PBS: fosfatni pufer (ref. št. 14190-136; Gibco, Združeno kraljestvo) 
 Resazurin: natrijeva sol (CAS: 62758-13-8, ref. št. R7017-5G; Sigma-Aldrich, 
ZDA) 
 Luciferase Assay system: komplet za luciferazni test (ref.št. E1500; Promega, 
ZDA), ki zajema: 
o CCLR = Cell Culture Lysis 5X Reagent: celični lizirni pufer (potrebna 
petkratna redčitev) 
o Luciferase Assay Substrate: substrat za luciferazni test 
o Luciferase Assay Buffer: pufer za luciferazni test 
Za delo s celično linijo smo uporabljali izdelke proizvajalcev laboratorijske opreme 
VWR, ZDA (sterilne gojitvene posode, centrifugirke, nastavki za pipete) in TPP, Švica 
(serološke pipete, mikrotitrske ploščice). 
3.4.2. ODMRZOVANJE CELIC 
GH3.TRE-Luc celice so bile sprva zamrznjene v obliki celične suspenzije pri -80 C, 
zato jih je bilo potrebno najprej odmrzniti. V krioviali je bil shranjen 1 mL celične suspenzije 
s približno 2106 celicami. Celična suspenzija je vsebovala 10 % DMSO v vlogi 
krioprotektanta, ki pa je sicer citotoksičen, zato smo pri odmrzovanju morali poskrbeti, da 
so bile celice čim krajši čas izpostavljene DMSO (74). 
Kriovialo smo odtalili v vodni kopeli (37 C), nato celično suspenzijo prenesli v 9 
mL gojitvenega medija in centrifugirali 5 min na 1000 rpm (162 x g). Supernatant smo 
odstranili, peleto pa redispergirali z 10 mL gojitvenega medija. Celično suspenzijo smo 
prenesli v sterilno gojitveno posodo in jo inkubirali pri 37 C, 5 % CO2.  
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3.4.3. GOJENJE CELIC 
Celice smo gojili v gojitveni posodi (VWR, Belgija) v inkubatorju (Sanyo, Japonska) 
pri 37 C in v atmosferi s 5 % CO2. Potrebno je bilo paziti, da so imele celice ves čas na 
voljo dovolj hranil za uspešno rast in razmnoževanje, zato smo gojitveni medij menjali na 
dva do tri dni. Gojitveni medij je imel dodane barvne indikatorje, zato je sprememba pH ob 
izrabi hranil spremenila barvo medija in na ta način tudi vizualno opozorila na potrebo po 
menjavi medija. Celicam smo gojitveni medij običajno zamenjali na drugi in četrti dan 
testiranja. 
Gojitvena posoda za celice ima specifično obdelane notranje površine, kar omogoča 
celično adhezijo. Na ta način pri menjavi medija izgubimo le nepritrjene celice, medtem ko 
velika večina celic ostane pritrjenih na steno posode. Celice potrebujejo primerno atmosfero, 
zato se gojitvene posode zapirajo s perforiranimi zamaški, ki omogočajo izmenjavo plinov.  
3.4.4. PRESAJANJE CELIC 
Rastna krivulja rasti celic zajema štiri stopnje. Celice po začetni latentni fazi, kjer se 
število celic še ne povečuje, preidejo v fazo eksponentne rasti. Sledi stacionarna faza, kjer 
se ustavi naraščanje števila celic, na koncu pa celice odmrejo zaradi pomanjkanja hranil in 
neustreznega okolja, ki je posledica prisotnosti toksičnih presnovkov in spremembe pH (75). 
Pomembno je, da med delom s celicami pod mikroskopom preverjamo, v kateri fazi se 
nahajajo celice.  
Preden celice dosežejo stacionarno fazo, jih je treba presaditi, saj jim tako 
zagotovimo sveža hranila in ustrezno okolje brez toksičnih metabolitov. Pri celični liniji 
GH3.TRE-Luc smo presajanje izvajali, ko so celice dosegle približno 90 % konfluenco, kar 
je v praksi pomenilo vsakih 7 dni. Presajanje zajema tripsinizacijo celic (opisano v 
nadaljevanju), štetje celic v celični suspenziji in prenos celične suspenzije v nove gojitvene 
posode. 
Celicam smo najprej odstranili gojitveni medij in jih previdno sprali s PBS. Dodali 
smo jim 1 mL tripsina in ga po 30-sekundni inkubaciji odsesali. Celično kulturo smo za 
približno 5 minut postavili nazaj v inkubator, nato pa pod mikroskopom (CKX41, Olympus, 
Japonska) preverili, ali se je večina celic odlepila s površine. Celice smo nato resuspendirali 
v 10 mL gojitvenega medija, jih centrifugirali, ponovno resuspendirali in prešteli s pomočjo 
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Bürker-Türkove števne komore. Na prvi dan testiranja smo pripravili dve gojitveni posodi z 
različnima konfluencama: 
 testna gojitvena posoda: 80 % konfluenca (približno 6106 celic) 
 gojitvena posoda za naslednje testiranje: 30 % konfluenca (približno 2,5106 celic) 
Razlika v konfluenci med obema gojitvenima posodama je odraz različnega namena 
uporabe celic. Za potrebe testiranja smo do tretjega dne testiranja potrebovali zadostno 
število celic, zato smo pripravili testno gojitveno posodo z večjo konfluenco. Gojitvena 
posoda za naslednje testiranje je služila kot ugodno okolje za ponoven razrast celic do 
naslednjega tedna, zato je morala biti začetna konfluenca nižja. 
3.4.5. ŠTETJE CELIC IN IZRAČUN KONCENTRACIJE CELIC 
Celice smo šteli s pomočjo Bürker-Türkove števne komore in uporabe barvila tripan 
modrega. Tripan modro je azo barvilo, ki ne prehaja intaktne celične membrane. Pod 
mikroskopom se zato mrtve celice obarvajo modro, žive celice pa ostanejo bele (76). 
Pripravili smo mešanico celične suspenzije in tripan modrega v enakem razmerju (80 
L + 80 L) in jo nanesli na hemocitometer (Brand, Nemčija). Pod svetlobnim mikroskopom 
smo poiskali mrežo, ki je razvidna na sliki 3, in prešteli žive celice v vseh štirih kvadrantih. 
Glede na enačbo 1 smo izračunali koncentracijo celic v celični suspenziji (C1).  
 
Slika 3: Mreža števne komore Bürker-Türk (77).  
Postopek štetja celic je bil potreben po opravljeni tripsinizaciji in redispergiranju 
celic v mediju na prvi in tretji dan testiranja.  
Enačba 1: Izračun koncentracije celic v 
celični suspenziji. 
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Na prvi dan testiranja je bilo potrebno pripraviti dve gojitveni posodi z različnima 
konfluencama (30 % in 80 % konfluenca). Za izračun potrebnega volumna celične 
suspenzije smo uporabili enačbo 2, nato pa v obe gojitveni posodi dodali 7 mL gojitvenega 
medija.  
𝑉𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑧𝑖𝑗𝑒 =
ž𝑒𝑙𝑗𝑒𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑔𝑜𝑗𝑖𝑡𝑣𝑒𝑛𝑖 𝑝𝑜𝑠𝑜𝑑𝑖
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑧𝑖𝑗𝑒 [
𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝐿 ]
 
Enačba 2: Izračun potrebnega volumna celične suspenzije za pripravo ustrezne konfluence 
celic na prvi dan testiranja. 
Na tretji dan testiranja smo za nasajanje celic potrebovali koncentracijo 3105 
celic/mL, zato smo morali pripravljeno celično suspenzijo redčiti do te koncentracije. Za 
izračun potrebnega volumna celične suspenzije in volumna PCM medija smo uporabili 
enačbi 3a in 3b. 
𝑎)         𝑉𝑧𝑎č𝑒𝑡𝑛𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑧𝑖𝑗𝑒 =  
𝐶2 ∙ 𝑉2
𝐶1
 
 
𝑏)        𝑉𝑃𝐶𝑀 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑎 = (𝑛 ∙ 12 𝑚𝐿) − 𝑉 𝑐𝑒𝑙𝑖č𝑛𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑧𝑖𝑗𝑒 
 
Enačba 3a in 3b: Izračun potrebne redčitve celične suspenzije, ki nam daje koncentracijo 
3105 celic/mL za nasaditev na mikrotitrsko ploščico. 
3.4.6. MENJAVA GOJITVENEGA MEDIJA ZA TESTNEGA 
Na drugi dan testiranja smo v testni gojitveni posodi celicam odsesali gojitveni medij, 
jih previdno sprali s PBS in dodali PCM medij. Gojitveni posodi, ki je bila namenjena za 
naslednje testiranje, smo le menjali gojitveni medij. 
Z zamenjavo gojitvenega medija s PCM medijem smo poskrbeli, da celice približno 
24 ur niso bile izpostavljene serumu (FBS), ki je sestavina gojitvenega medija. FBS ima 
precej variabilno sestavo, zato se na ta način izognemo vplivu sestavin FBS na rezultate 
celične viabilnosti. Obenem gre za rutinski postopek, s katerim celice pripravimo na 
testiranje v okolju brez seruma.  
C1 ... koncentracija začetne celične 
suspenzije 
 
V2 ... želen volumen končne celične 
suspenzije (= n12 mL) 
 
C2 ... želena koncentracija končne 
celične suspenzije (3105 
celic/mL) 
 
n ...  število mikrotitrskih ploščic za 
testiranje 
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3.4.7. NASAJANJE IN TRETIRANJE CELIC 
Tretji dan testiranja smo najprej izvedli tripsinizacijo in nato nasajanje celic na 
mikrotitrsko ploščico. Postopek tripsinizacije je podoben tistemu, opisanemu v podpoglavju 
3.4.4 Presajanje celic, z nekaj dodatnimi koraki.  
Celicam smo odstranili PCM medij, jih sprali s PBS in jim dodali 1 mL tripsina. Po 
30-sekundni inkubaciji smo tripsin odsesali in celice 5 minut inkubirali pri 37 C, 5 % CO2. 
Pod mikroskopom smo preverili, ali se je večina celic odlepila s površine, in nato dodali 1 
mL inhibitorja tripsina, da smo popolnoma onemogočili nadaljnje delovanje tripsina. Nato 
smo dodali 9 mL PCM medija in celično suspenzijo centrifugirali 4 minute pri 1000 rpm 
(162 x g). Supernatant smo odstranili, peleto s celicami pa smo redispergirali v 10 mL 
svežega PCM medija. Nato smo prešteli celice in celično suspenzijo ustrezno redčili, da smo 
dobili koncentracijo 3105 celic/mL (opisano v podpoglavju 3.4.5. Štetje celic in izračun 
koncentracije celic).  
Z multikanalno avtomatsko pipeto smo celice nasadili na mikrotitrsko ploščico s 96 
vdolbinicami, in sicer po 100 L celične suspenzije v vdolbinico. Mikrotitrske ploščice smo 
inkubirali dve uri pri 37 C, 5 % CO2, nato pa smo celicam v triplikatih dodali po 100 L 
ustrezno redčene testirane učinkovine oz. kontrolne spojine (koncentracije in postopek 
opisan v podpoglavju 3.1. Testirane učinkovine in kontrolni spojini). Ploščice s tretiranimi 
celicami smo pustili inkubirati 20 ur pri 37 C, 5 % CO2, nato pa smo izvedli dva testa: test 
viabilnosti in luciferazni test. 
Pri testiranih učinkovinah smo preverjali tako agonističen kot antagonističen učinek. 
Kot pozitivno kontrolo agonističnega učinka smo uporabili 0,25 nM T3, pri antagonističnem 
učinku pa je bila pozitivna kontrola 52,7 M BPA z 0,25 nM T3. Negativna kontrola našega 
testiranja je bil pri testiranju agonističnega učinka PCM medij z 0,1 % DMSO, pri testiranju 
antagonističnega učinka pa PCM medij z 0,25 nM T3 in 0,1 % DMSO. Slep vzorec ni 
vseboval celic, temveč le PCM medij z 0,1 % DMSO. Na ploščici smo testirali tudi sam 
PCM medij, ki je kontrola toksičnosti PCM medija z dodanim DMSO.  
3.4.8. TEST CELIČNE VIABILNOSTI 
Za oceno celične viabilnosti smo uporabili test z resazurinom, ki meri relativno 
metabolno aktivnost celic. Na ta način ovrednotimo delež celic, ki so po tretiranju z 
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učinkovinami oz. s kontrolnimi spojinami ohranile metabolno aktivnost, kar je ključna 
lastnost celic pri nadaljnjem testiranju z luciferaznim testom. Resazurin je redoks indikator 
s kemijskim imenom 7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksid in prehaja v celice. V 
fizioloških pufrih, kot je npr. PBS, je temno modro obarvan in pod vplivom svetobe šibko 
fluorescira. Preživele celice imajo aktivni metabolizem, zato lahko resazurin reducirajo v 
resorufin, ki je rožnato obarvan in fluorescira pri 590 nm. Ker so mrtve celice metabolno 
neaktivne, v njih ne pride do redukcije resazurina. Izmerjena fluorescenca je tako 
neposredno povezana s številom preživelih celic (78). Na sliki 4 je predstavljena reakcija, 
na kateri temelji test celične viabilnosti. 
 
Slika 4: Pretvorba resazurina v resorufin v metabolno aktivnih celicah (78). 
Po 20-urni inkubaciji celic s testiranimi učinkovinami smo v LAF komori v vsako 
vdolbinico napipetirali po 10 L raztopine resazurina v PBS (400 M). Ker je resazurin 
občutljiv na svetlobo, smo ta postopek izvajali ob ugasnjenih lučeh, mikrotitrsko ploščico 
pa smo nato takoj zaščitili pred svetlobo z aluminijasto folijo. Na ta način smo zmanjšali 
izpostavljenost resazurina svetlobi in s tem možnost, da bi bili rezultati testa celične 
viabilnosti odraz občutljivosti resazurina na svetlobo in ne dejanske celične viabilnosti. 
Takoj po dodatku resazurina smo z merjenjem fluorescence preverili, ali katera od učinkovin 
fluorescira sama po sebi, nato pa smo mikrotitrsko ploščico inkubirali 4 ure pri 37 C, 5 % 
CO2. Po 4 urah smo zopet pomerili fluorescenco. Meritve smo izvajali pri vzbujevalni 
valovni dolžini 530 nm in merili emisijo pri valovni dolžini 590 nm na čitalcu mikrotitrskih 
ploščic Biotek Synergy HT (BioTek, ZDA). 
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Na mikrotitrski ploščici smo imeli tudi slep vzorec (brez celic, le PCM medij z 0,1 
% DMSO), ki je služil kot ozadje. Vrednosti slepega vzorca smo odšteli od ostalih rezultatov 
in s tem izničili vpliv PCM medija z 0,1 % DMSO in samega resazurina na fluorescenco.  
3.4.9. LUCIFERAZNI TEST 
Z luciferaznim testom smo posredno določali učinek testiranih TKI in kontrolnih 
spojin na receptorje za ščitnične hormone. Test temelji na izražanju reporterskega gena za 
encim luciferazo, ki je bil vstavljen v celično linijo GH3.TRE-Luc. Reporterski gen je 
namreč določen pod nadzorom promotorja, kamor se veže kompleks »receptor za ščitnične 
hormone-ligand«, ki deluje kot transkripcijski faktor. V primeru vezave takšnega kompleksa 
se sproži tranksripcija reporterskega gena in posledično nastane encim luciferaza. Preko 
prisotnosti tega encima in dodatka luciferina merimo biološko aktivnost spojin. 
Luciferaza je encim, ki katalizira oksidacijo luciferina do oksiluciferina. Gre za 
bioluminiscenčno reakcijo, saj se med reakcijo kemična energija pretvori v svetlobo. 
Oksidacija poteka v prisotnosti kosubstrata ATP-Mg2+. Na splošno ta reakcija tvori svetlobo, 
ki je zelo neobstojna in hitro izgine. Pri testiranju smo zato uporabljali komercialno 
pripravljen luciferazni reagent, ki ima dodan koencim A, kar izboljša kinetiko reakcije in 
posledično povzroči, da je intenzivnost svetlobe približno konstantna vsaj 1 minuto po 
dodatku reagenta (79). Na sliki 5 je predstavljena opisana reakcija. 
 
Slika 5: Bioluminiscenčna reakcija, ki jo katalizira encim luciferaza (79). 
Po opravljenem testu viabilnosti smo iz vdolbinic mikrotitrske ploščice previdno 
odsesali vso tekočino in nato celice lizirali z 20 L lizirnega pufra (CCLR). Z lizo celic smo 
omogočili dostop luciferina do luciferaze. Po 5-minutni inkubaciji smo liziranim celicam 
dodali po 35 L luciferaznega reagenta, ki je vseboval luciferin, nato pa nemudoma izmerili 
luminiscenco s čitalcem mikrotitrskih ploščic Biotek Synergy HT.  
Pri testiranju agonističnega učinka smo odzive testiranih učinkovin primerjali 
neposredno z odzivom 0,1 % DMSO, medtem ko smo pri antagonističnem učinku merili 
30 
 
odziv posredno preko zmanjšanja delovanja T3 (vse učinkovine so imele namreč dodan 0,25 
nM T3).  
3.5. STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
Po opravljenih meritvah smo rezultate obdelali v programu Microsoft Excel. Pri 
testiranju TKI smo izvedli tri biološke ponovitve, vsako na novi pasaži celic. Izračunali smo 
povprečje, standardno deviacijo (SD) in relativno standardno deviacijo (RSD) 
normaliziranih vrednosti viabilnosti in luciferaznega testa bioloških ponovitev. Ker smo vse 
testirane učinkovine in kontrolni spojini testirali v tehničnih triplikatih, smo izračunali 
povprečje (rezultat ene biološke ponovitve), SD in RSD za vsak triplikat posebej.  
Pri viabilnosti smo vrednostim odšteli povprečje za slep vzorec in rezultate 
normalizirali na 0,1 % DMSO. Rezultati viabilnosti pod 80 % so bili označeni kot 
citotoksični, zato jih v nadaljnji analizi nismo upoštevali.  
Pri luciferaznem testu smo najprej rezultate normalizirali glede na viabilnost, nato pa 
pri agonističnem učinku izvedli normalizacijo na 0,1 % DMSO, pri antagonističnem učinku 
pa na 0,25 nM T3. Pri agonističnem učinku smo kot pozitivni rezultat šteli vrednosti nad 130 
% glede na 0,1 % DMSO, pri antagonističnem učinku pa so bile pozitivne vrednosti pod 70 
% glede na 0,25 nM T3. 
S programom GraphPad Prism 8 smo opravili enostranski ANOVA test, kot post-hoc 
test pa smo uporabili Dunnettov test. Z ANOVO smo določili, ali se povprečje katere izmed 
koncentracij testirane učinkovine statistično značilno razlikuje od povprečja kontrole (0,1 % 
DMSO). Sama po sebi nam ANOVA ne razkrije, katera koncentracija je značilno različna 
od kontrole (p < 0,05), zato smo izvajali post-hoc analizo. Dunnettov test nam je jasno 
pokazal tiste testirane koncentracije, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. S 
pomočjo GraphPad Prism 8 smo podatke tudi vizualno predstavili in na grafih z oznako (*) 
označili statistično značilno razliko posamezne koncentracije v primerjavi s kontrolo (p ≤  
0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 (***); p ≤ 0,0001 (****)).  
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4. REZULTATI 
4.1. TESTIRANJE KONTROLNIH SPOJIN  
Pred samim testiranjem TKI smo opravili test celične viabilnosti in luciferazni test 
na obeh kontrolnih spojinah, T3 in BPA. Mejo za citotoksičnost smo postavili pri 80 % živih 
celic.   
Vse testirane koncentracije T3, ki so prikazane v preglednici IV v podpoglavju 3.1. 
Testirane učinkovine in kontrolni spojini, so se izkazale za necitotoksične. Pri BPA smo 
zaradi citotoksičnosti pri najvišji testirani koncentraciji (125 M) za nadaljnje testiranje 
spojine kot najvišjo necitotoksično koncentracijo uporabili 100 M. Na sliki 6 so grafično 
prikazani rezultati luciferaznega testa v obliki koncentracijskih krivulj za obe spojini. 
 
Slika 6: Rezultati luciferaznega testa za kontrolni spojini: A) T3, B) BPA. Na navpični osi 
so prikazane vrednosti % aktivnosti luciferaze glede na 0,1 % DMSO pri grafu A oz. glede 
na 0,25 nM T3 pri grafu B. Na vodoravni osi so prikazane logaritemske vrednosti 
uporabljenih molarnih koncentracij. 
Na podlagi koncentracijske krivulje smo za T3 določili vrednost EC50, ki znaša 86,05 
pM. J. Freitas in sodelavci so pri razvoju in validaciji luciferaznega testa na celični liniji 
GH3.TRE-Luc določili EC50 za T3 pri 1002 pM (73). Na podlagi koncentracijske krivulje 
za BPA smo določili koncentracijo 46,65 M kot vrednost IC50. V sorodni študiji, ki je bila 
opravljena na isti celični liniji, so pri testiranju spojin za pozitivno kontrolo uporabili BPA 
in kot vrednost IC50 določili koncentracijo 52,7 M (80). Naši rezultati so v enakem 
koncentracijskem območju kot literaturni podatki, na osnovi česar smo potrdili, da se celična 
linija primerno odziva na kontrolni spojini. 
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4.2. REZULTATI TESTA CELIČNE VIABILNOSTI 
Pred testiranjem učinka učinkovine na receptorje za ščitnične hormone smo s 
pomočjo testa celične viabilnosti (podrobneje opisano v podpoglavju 3.4.8. Test celične 
viabilnosti) določili, ali imajo dodani TKI citotoksični učinek na celice. Za nadaljnje 
testiranje z luciferaznim testom smo uporabili le koncentracije testiranih učinkovin, kjer je 
bila celična viabilnost vsaj 80 %.  
V nadaljevanju bodo rezultati predstavljeni ločeno za vsako testirano učinkovino, 
znotraj tega pa še glede na agonistično oz. anatagonistično testiranje. Razlika v slednjem je 
podrobneje predstavljena v podpoglavju 3.4.7. Nasajanje in tretiranje celic. 
4.2.1. IMATINIB 
S testiranjem citotoksičnosti različnih koncentracij imatiniba smo ugotovili, da 
imatinib nima statistično značilnega učinka na celično viabilnost. Pri vseh petih najvišjih 
testiranih koncentracijah imatiniba (10; 5; 2,5; 1; 0,1 M)  je bila celična viabilnost nad 80 
% živih celic, tako pri agonističnem kot tudi pri antagonističnem testiranju. Najvišja 
necitotoksična koncentracija imatiniba v naši raziskavi je 10 M. Na sliki 7 so grafično 
predstavljeni rezultati testa celične viabilnosti za imatinib.   
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Slika 7: Rezultati testa celične viabilnosti pri testiranju različnih koncentracij imatiniba. 
Zeleni stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju agonističnega učinka imatiniba, 
modri stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju antagonističnega učinka imatiniba. 
Z rdečo prekinjeno črto je označena postavljena meja za celično viabilnost pri 80 % živih 
celic.  
4.2.2. SORAFENIB 
Sprva smo citotoksičnost sorafeniba testirali pri najvišjih petih koncentracijah (10; 
5; 2,5; 1; 0,1 M) tako kot pri ostalih učinkovinah, vendar smo testiranje nadaljevali brez 
koncentracije 10 M. Že koncentracija 5 M se je izkazala za citotoksično tako pri 
agonističnem kot pri antagonističnem testiranju, pod mejo 80 % živih celic pa je bila pri 
antagonističnem testiranju tudi koncentracija 2,5 M. Pri agonističnem testiranju sorafeniba 
je bila najvišja necitotoksična koncentracija 2,5 M; pri antagonističnem testiranju pa 1 M. 
Rezultati so grafično prikazani na sliki 8.  
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Slika 8: Rezultati testa celične viabilnosti pri testiranju različnih koncentracij sorafeniba. 
Zeleni stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju agonističnega učinka sorafeniba, 
modri stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju antagonističnega učinka 
sorafeniba. Z rdečo prekinjeno črto je označena postavljena meja za celično viabilnost pri 
80 % živih celic. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 (***); p ≤ 
0,0001 (****). 
4.2.3. ERLOTINIB 
S slike 9 je razvidno, da je najvišja necitotoksična koncentracija erlotiniba pri 
agonističnem testiranju 10 M, pri antagonističnem testiranju pa je koncentracija 10 M že 
citotoksična. Kot najvišja še necitotoksična koncentracija erlotiniba pri testiranju 
antagonističnega učinka se je izkazala koncentracija 5 M. 
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Slika 9: Rezultati testa celične viabilnosti pri testiranju različnih koncentracij erlotiniba. 
Zeleni stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju agonističnega učinka erlotiniba, 
modri stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju antagonističnega učinka 
erlotiniba. Z rdečo prekinjeno črto je označena postavljena meja za celično viabilnost pri 
80 % živih celic. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 (***); p ≤ 
0,0001 (****). 
4.2.4. REGORAFENIB 
Že po prvi biološki ponovitvi testiranja regorafeniba smo iz nadaljnjega testiranja 
izločili koncentracijo 10 M pri agonističnem testiranju in koncentraciji 10 M in 5 M pri 
antagonističnem testiranju. Regorafenib se je namreč podobno kot sorafenib izkazal za bolj 
citotoksičnega, zato smo nadaljnje biološke ponovitve izvajali brez omenjenih koncentracij. 
Pri agonističnem testiranju je najvišja necitotoksična koncentracija regorafeniba 1 M, pri 
antagonističnem testiranju pa je to koncentracija 0,1 M.    
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Slika 10: Rezultati testa celične viabilnosti pri testiranju različnih koncentracij 
regorafeniba. Zeleni stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju agonističnega 
učinka regorafeniba, modri stolpci označujejo celično viabilnost pri testiranju 
antagonističnega učinka regorafeniba. Z rdečo prekinjeno črto je označena postavljena 
meja za celično viabilnost pri 80 % živih celic. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 
(**); p ≤ 0,001 (***); p ≤ 0,0001 (****). 
4.3. REZULTATI LUCIFERAZNEGA TESTA 
Luciferazni test smo izvajali le pri necitotoksičnih koncentracijah, ki smo jih določili 
pri testu celične viabilnosti. Kot opisano v podpoglavju 3.5. Statistična obdelava podatkov, 
smo agonistično delovanje opredelili kot vsaj 130 % aktivnost luciferaze, antagonistično 
delovanje pa smo definirali kot 70 % ali manjša aktivnost luciferaze v primerjavi s kontrolo. 
4.3.1. IMATINIB 
Imatinib smo testirali pri sedmih različnih necitotoksičnih koncentracijah, rezultati 
so prikazani na sliki 11.    
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Slika 11: Rezultati luciferaznega testa pri testiranju različnih koncentracij imatiniba. Zeleni 
stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju agonističnega učinka imatiniba, 
modri stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju antagonističnega učinka 
imatiniba. Zelena prekinjena črta označuje 130 % aktivnost luciferaze, rdeča prekinjena 
črta 70 % aktivnost luciferaze. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 
(***); p ≤ 0,0001 (****). 
Pri agonističnem testiranju se je koncentracija 10 M izkazala za edino 
koncentracijo, ki se statistično značilno razlikuje v aktivnosti luciferaze v primerjavi s 
kontrolo. Pri tej koncentraciji imatiniba je prišlo do zmanjšanja aktivnosti luciferaze (69,5 
% aktivnosti luciferaze glede na kontrolo). Največje povečanje aktivnosti luciferaze smo 
opazili pri najnižji testirani koncentraciji, 10 pM (118,3 % aktivnosti luciferaze glede na 
kontrolo). Nobena izmed koncentracij imatiniba ni dosegla 30 % povišanja aktivnosti 
luciferaze glede na kontrolo.  
Pri antagonističnem testiranju smo dobili statistično značilno znižanje aktivnosti 
luciferaze le pri koncentraciji 10 M (75,0 % aktivnosti luciferaze glede na kontrolo). Nižje 
testirane koncentracije imatiniba niso povzročile znižanja aktivnosti luciferaze, temveč so jo 
statistično neznačilno povečale.  
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4.3.2. SORAFENIB 
Pri agonističnem testiranju smo uporabili sedem necitotoksičnih koncentracij 
sorafeniba (predstavljene na sliki 12), medtem ko smo za antagonistični učinek na receptorje 
za ščitnične hormone testirali šest necitotoksičnih koncentracij sorafeniba.  
 
Slika 12: Rezultati luciferaznega testa pri testiranju različnih koncentracij sorafeniba. 
Zeleni stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju agonističnega učinka 
sorafeniba, modri stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju antagonističnega 
učinka sorafeniba. Zelena prekinjena črta označuje 130 % aktivnost luciferaze, rdeča 
prekinjena črta 70 % aktivnost luciferaze. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); 
p ≤ 0,001 (***); p ≤ 0,0001 (****). 
Pri testiranju agonističnega učinka sorafeniba je pri najvišjih treh koncentracijah (2,5 
M, 1 M in 0,1 M) prišlo do zmanjšanja aktivnosti luciferaze glede na kontrolo. Pri 2,5 
M je bilo zmanjšanje statistično značilno (41,4 % aktivnosti luciferaze). Preostale štiri nižje 
koncentracije so imele nekoliko povišano aktivnost luciferaze, vendar povišanje pri nobeni 
izmed koncentracij ni bilo statistično značilno.  
Pri testiranju antagonizma sorafeniba smo le pri najvišji necitotoksični koncentraciji 
(1 M) opazili zmanjšanje aktivnosti luciferaze, vendar zmanjšanje ni bilo statistično 
značilno (71,5 % aktivnosti luciferaze). Nižje koncentracije so pri luciferaznem testu dale 
precej podoben oz. le nekoliko povečan odziv kot 0,1 % DMSO z dodanim 0,25 nM T3.  
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4.3.3. ERLOTINIB 
Pri luciferaznem testu smo za agonistično in antagonistično testiranje erlotiniba 
uporabili po sedem necitotoksičnih koncentracij; rezultati so predstavljeni na sliki 13.  
 
Slika 13: Rezultati luciferaznega testa pri testiranju različnih koncentracij erlotiniba. Zeleni 
stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju agonističnega učinka erlotiniba, 
modri stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju antagonističnega učinka 
erlotiniba. Zelena prekinjena črta označuje 130 % aktivnost luciferaze, rdeča prekinjena 
črta 70 % aktivnost luciferaze. Statistična značilnost: p ≤  0,05 (*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 
(***); p ≤ 0,0001 (****). 
Pri agonističnem testiranju nobena izmed testiranih koncentracij erlotiniba ni 
povzročila statistično značilne razlike v aktivnosti luciferaze glede na kontrolo. Le 
koncentracija 100 pM je povzročila povišanje aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, ostale 
koncentracije so v različnem obsegu zmanjšale % aktivnosti luciferaze. 
Vse testirane koncentracije erlotiniba pri antagonističnem testiranju so povzročile 
upad aktivnosti luciferaze glede na kontrolo. Najvišje tri testirane koncentracije so aktivnost 
luciferaze signifikantno znižale, vendar ne pod mejo 70 % aktivnosti luciferaze. 
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4.3.4. REGORAFENIB 
Pri regorafenibu smo luciferazni test izvedli na šestih necitotoksičnih koncentracijah 
pri agonističnem testiranju in na petih necitotoksičnih koncentracijah pri antagonističnem 
testiranju.  
 
Slika 14: Rezultati luciferaznega testa pri testiranju različnih koncentracij regorafeniba. 
Zeleni stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju agonističnega učinka 
regorafeniba, modri stolpci označujejo aktivnost luciferaze (%) pri testiranju 
antagonističnega učinka erlotiniba. Zelena prekinjena črta označuje 130 % aktivnost 
luciferaze, rdeča prekinjena črta 70 % aktivnost luciferaze. Statistična značilnost: p ≤  0,05 
(*); p ≤ 0,01 (**); p ≤ 0,001 (***); p ≤ 0,0001 (****). 
Na sliki 14 je razvidno, da so koncentracije regorafeniba pri agonističnem testiranju 
različno vplivale na aktivnost luciferaze. Opazimo lahko tako povečanje kot tudi znižanje 
aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, vendar nobena razlika glede na kontrolo ni dosegla 
postavljene meje za agonistično delovanje učinkovine na receptorje za ščitnične hormone, 
niti ni prisotne statistične značilnosti.  
Z zniževanjem koncentracije regorafeniba pri testiranju antagonističnega učinka smo 
opazili povečanje aktivnosti luciferaze. Najvišja necitotoksična koncentracija regorafeniba 
je sicer pozvročila upad aktivnosti luciferaze glede na kontrolo, vendar ta upad kljub 
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statistični značilnosti ni bil zadosten, da bi lahko koncentracijo 0,1 M označili kot 
koncentracijo, ki izkazuje antagonističen učinek na receptorje za ščitnične hormone.  
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5. RAZPRAVA 
5.1. OVREDNOTENJE REZULTATOV CELIČNE VIABILNOSTI 
Z izjemo imatiniba je pri ostalih treh TKI (sorafenib, erlotinib, regorafenib) jasno 
opazna razlika v citotoksičnosti učinkovine glede na to, ali smo učinkovino testirali na 
agonistično delovanje oz. na antagonistično delovanje. Večja citotoksičnost pri 
antagonističnem testiranju omenjenih treh TKI je lahko posledica drugačnega odziva celic 
na dodatno prisotno spojino (T3). 
Izmed vseh štirih testiranih TKI je bil imatinib edini, ki je bil necitotoksičen pri vseh 
najvišjih testiranih koncentracijah, tako pri agonističnem kot pri antagonističnem testiranju. 
Celična viabilnost imatiniba je bila pri vseh koncentracijah nad 90 %. Terapevtski Cmax se v 
odvisnosti od odmerka gibljejo med 5,27 (400 mg odmerek) in 9,07 M (1000 mg odmerek) 
(36). Rezultati našega testiranja celične viabilnosti so pokazali, da so terapevtske 
koncentracije imatiniba v koncentracijskem območju, kjer učinkovina ni citotoksična za 
celice GH3.TRE-Luc.  
Erlotinib ima podoben profil celične viabilnosti kot imatinib, le da celična viabilnost 
pri nekaterih testiranih koncentracijah pade pod 90 % in je na splošno nekoliko nižja kot pri 
imatinibu. Kot edina citotoksična koncentracija erlotiniba se je izkazala koncentracija 10 
M pri antagonističnem testiranju (76,6 % živih celic). V terapiji erlotinib doseže povprečni 
Cmax 2,59 M ob enkratnem odmerku 150 mg, v stacionarnem stanju (Cmax,ss ) pa 5,33 M 
(57). Z vidika naših rezultatov so terapevtske koncentracije erlotiniba necitotoksične. Glede 
na rezultate celične viabilnosti pri antagonističnem testiranju za koncentraciji 10 M (76,6 
% živih celic) in 5 M (88,4 % živih celic) lahko predpostavimo, da je tudi povprečna Cmax,ss 
necitotoksična, vendar bi to bilo treba potrditi s testiranjem v literaturi navedene 
koncentracije. 
Celična viabilnost sorafeniba je znatno nižja od imatiniba oz. erlotiniba. Že med 
testiranjem smo koncentracijo 10 M izločili na podlagi izkazane izrazite citotoksičnosti. 
Pri agonističnem testiranju je bila pod mejo 80 % živih celic tudi koncentracija 5 M, pri 
antagonističnem testiranju pa poleg 5 M še 2,5 M. Najvišja necitotoksična koncentracija 
sorafeniba pri agonističnem testiranju je bila 2,5 M, pri antagonističnem testiranju pa 1 
M. Slednja je ravno na meji za opredeljeno necitotoksičnost koncentracije (80,9 % živih 
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celic), vendar je RSD v tem primeru zelo nizka (0,35 %). Na podlagi tega smo to 
koncentracijo kljub mejni vrednosti obravnavali kot necitotoksično, saj nobena izmed 
bioloških ponovitev ni bila pod 80 % viabilnosti celic. Pri nadaljnjih testiranjih bi bilo 
smiselno testirati tudi vmesno koncentracijo med 1 M in 0,1 M. 
Terapevtske plazemske koncentracije sorafeniba so med pacienti zelo variabilne, 
obenem pa so tudi rezultati več študij različni. C. Fucile in sodelavci so opazili znižanje 
plazmskih koncentracij sorafeniba po večkratni aplikaciji; povprečna plazemska 
koncentracija tri ure po aplikaciji (C3h) je 13,4 M (odmerjanje: 400 mg, dvakrat dnevno), 
povprečna plazemska koncentracija v času pred naslednjim odmerkom (Ctrough, 12 ur po 
večernem odmerku) pa 18,89 M (47). Pregledni članek avtorjev G. M. Keating in A. 
Santoro navaja znatno nižji Cmax za enak odmerek, in sicer v koncentracijskem območju med 
10,5 in 12,9 M (46). Navedene terapevtske koncentracije so občutno višje od določenih 
največjih necitotoksičnih koncentracij, kar pomeni, da pacienti prejemajo koncentracije, ki 
smo jim na celični liniji GH3.TRE-Luc določili citotoksičnost.  
Rezultati celične viabilnosti za regorafenib so pokazali, da ima regorafenib podoben 
profil citotoksičnosti kot sorafenib. Tudi pri regorafenibu smo namreč že med testiranjem 
izločili koncentracijo 10 M, pri antagonističnem testiranju pa hkrati tudi 5 M. Za 
citotoksične so se izkazale tudi naslednje koncentracije: 5 M in 2,5 M pri agonističnem 
testiranju in 2,5 M ter 1 M pri antagonističnem testiranju. Glede na te rezultate je 
regorafenib izmed vseh štirih testiranih TKI najbolj citotoksična učinkovina. Največja 
necitotoksična koncentracija pri agonističnem testiranju je 1 M, pri antagonističnem 
testiranju pa 0,1 M. V terapiji je povprečna Cmax pri 160 mg odmerku 5,2 M (65), kar je 
bistveno višje od obeh največjih necitotoksičnih koncentracij. 
5.2. OVREDNOTENJE REZULTATOV LUCIFERAZNEGA TESTA 
Pri rezultatih luciferaznega testa imatiniba lahko pri agonističnem in antagonističnem 
testiranju opazimo enak trend. Pri obeh imamo namreč pri najvišji testirani koncentraciji (10 
M) prisotno mejno vrednost aktivnosti luciferaze (69,5 % pri agonističnem, 75 % pri 
antagonističnem testiranju), z zniževanjem koncentracij pa se aktivnost luciferaze povečuje. 
Bistvena razlika je pri najnižji testirani koncentraciji (10 pM), saj je pri agonističnem 
testiranju ta koncentracija med vsemi testiranimi koncentracijami povzročila največje 
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povečanje luciferazne aktivnosti, pri antagonističnem testiranju pa je luciferazna aktivnost 
primerljiva s kontrolo. To lahko interpretiramo kot nakazan hormetičen učinek z vidika 
agonističnega delovanja imatiniba na receptorje za ščitnične hormone. V nadaljnja testiranja 
bi bilo v nabor koncentracij smiselno vključiti tudi koncentracije nižje od 10 pM, da se 
preveri, ali je hormeza res prisotna ali gre le za variabilnost rezultatov.  
Na podlagi opaženega trenda pri obeh testiranjih je možno, da ima imatinib izkazan 
antagonističen učinek na receptorje za ščitnične hormone, kljub temu da kvantitativni 
podatki testiranja tega ne potrjujejo. Hkrati je pomembno izpostaviti, da še neobjavljeni 
podatki našega laboratorija kažejo, da imatinib deluje kot inhibitor luciferaze. Ob 
upoštevanju tega podatka zmanjšanje aktivnosti luciferaze pri koncentraciji 10 µM ni 
posledica antagonističnega delovanja učinkovine na receptorje za ščitnične hormone, temveč 
je to le odraz inhibicije encima. 
Povprečen Cmax imatiniba se v odvisnosti od odmerka giblje ravno v 
koncentracijskem območju imatiniba, kjer smo opazili  znižanje aktivnosti luciferaze. S tega 
stališča bi bilo treba opraviti dodatne raziskave, ali imatinib res deluje antagonistično na 
receptorje za ščitnične hormone ali je nakazan antagonizem posledica drugih dejavnikov. 
J. W. B. de Groot in sodelavci so v svoji študiji ugotovili, da so se pri pacientih, ki 
so prestali tiroidektomijo, po uvedbi zdravljenja z imatinibom pojavili klinični znaki 
hipotiroidizma in povišane vrednosti TSH, zato so bili potrebni večji odmerki levotiroksina. 
Po začetku zdravljenja z imatinibom pri pacientih z ohranjeno ščitnico niso opazili 
sprememb v ščitnični funkciji, tako klinično kot biokemično so bili evtiroidni (42). T. D. 
Kim in sodelavci so v svoji študiji pri 25 % pacientov, zdravljenih z imatinibom zaradi 
kronične mieloične levkemije, opazili nenormalno delovanje ščitnice, ki pa se klinično ni 
izrazilo (43). J. M. Dora in sodelavci so na podlagi rezultatov študije, v katero je bilo 
vključenih 68 pacientov, ugotovili, da ni prisotne korelacije med vrednostmi TSH v krvi in 
odmerki, časom trajanja terapije in nakopičenega odmerka imatiniba. Obenem so zaključili, 
da imatinib nima učinka na delovanje ščitnice (81). Na podlagi različnih kliničnih opažanj 
in študij v povezavi z imatinibom lahko povzamemo, da imatinib vpliva na vrednosti TSH, 
vendar ne na nivoju delovanja ščitnice. J. W. B. De Groot in sodelavci kot možno razlago za 
hipotiroidizem, povzročen z imatinibom, predlagajo povečan očistek T4 in T3. Frakcija T4, 
ki se ne metabolizira z dejodinazo, se konjugira s sulfati (encim sulfotransferaza) in 
glukuronsko kislino (encim UGT). Imatinib inducira omenjena encima, kar poveča očistek 
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T4 in T3. Pri pacientih z normalnim delovanjem ščitnice se kompenzatorno poveča 
nastajanje T4, nastaja več T3, zato ostaja TSH v normalnih mejah, medtem ko pri pacientih, 
ki že prejemajo terapijo z levotiroksinom, do te kompenzacije ne pride in so zato potrebni 
višji odmerki (42). 
Če upoštevamo izsledke našega testiranja imatiniba in njegovo PEC vrednost v 
površinskih vodah, ki znaša 6,1 nM (48), lahko predvidevamo, da okoljske koncentracije 
imatiniba ne predstavljajo tveganja za delovanje na ravni receptorjev za ščitnične hormone.  
Enak trend kot pri imatinibu smo na podlagi rezultatov luciferaznega testa opazili 
tudi pri sorafenibu. Obe najvišji testirani necitotoksični koncentraciji sta povzročili znižanje 
aktivnosti luciferaze; pri agonističnem testiranju je bila aktivnost luciferaze 41,4 %, pri 
antagonističnem testiranju pa 71,5 %. Z zniževanjem koncentracije sorafeniba so vrednosti 
aktivnosti luciferaze pri agonističnem testiranju postopoma naraščale tudi nad kontrolno 
vrednost. Na podlagi opaženega trenda je tudi pri sorafenibu smiselno v prihodnje preveriti 
koncentracije, nižje od testiranih. Pri antagonističnem testiranju je nadaljnjih pet nižjih 
koncentracij sorafeniba povzročilo približno enak odziv kot kontrolna spojina (0,1 % DMSO 
+ 0,25 nM T3). Takšen trend lahko nakazuje na antagonistično delovanje sorafeniba na 
receptorje za ščitnične hormone, vendar je treba interpretacijo povezati s celično viabilnostjo 
pri tej učinkovini. Sorafenib je bistveno bolj citotoksičen kot imatinib, zato je lahko nakazan 
antagonizem le odraz večje citotoksičnosti. Obenem je citotoksičnost učinkovine tudi razlog, 
da rezultatov luciferaznega testa sorafeniba ne moremo ovrednotiti z vidika terapevtskih 
koncentracij, saj so te višje kot testirane najvišje necitotoksične koncentracije. 
T. E. Hutson in sodelavci so v primerjalni študiji sorafeniba z aksitinibom zaznali 
7% pojavnost hipotiroidizma pri uporabi sorafeniba (82). T. Ueda in sodelavci so v svoji 
študiji ugotovili večjo pojavnost hipotiroidizma pri japonskih pacientih, ki se zdravijo z 
sorafenibom (24 %) kot pri ostali populaciji (8 %). Pri tem v nobenem primeru ni šlo za 
resno obliko hipotiroidizma (83). J. Clemons in sodelavci so obravnavali paciente z rakom 
ledvičnih celic, vključili so tako evtiroidne paciente kot tudi paciente, ki so se že zdravili z 
nadomestki ščitničnih hormonov. Pri 27 % pacientov, ki pred tem niso imeli težav s ščitnico, 
je prišlo do hipotiroidizma, pri polovici od teh je bilo potrebno zdravljenje z nadomestki 
ščitničnih hormonov. Ena tretjina pacientov (33 %) z obstoječim hipotiroidizmom je 
doživela poslabšanje in je bilo zato treba dvigniti odmerke levotiroksina (51). S. Feldt in 
sodelavci so v kohortni študiji ugotovili 12,1 % pojavnost hipotiroidizma pri pacientih, ki so 
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se zdravili s sorafenibom in pred tem niso bili na terapiji s ščitničnimi hormoni; pri 6,3 % 
pacientov je bilo hipotiroidizem potrebno zdraviti (84). Na podlagi omenjenih študij lahko 
sklenemo, da sorafenib povzroča hipotiroidizem pri določenem deležu pacientov, ki se 
zdravijo z njim, vendar nam je mehanizem tega delovanja še nepoznan. Glede na naše 
rezultate je delovanje na receptorje za ščitnične hormone manj verjetno, saj smo opazili le 
trend zniževanja aktivnosti luciferaze z dvigom koncentracije sorafeniba pri agonističnem 
testiranju. Mehanizem za hipotiroidni učinek sorafeniba je najverjetneje drugačen, morda 
preko vpletanja v metabolizem ščitničnih hormonov.  
PEC vrednost sorafeniba v površinskih vodah, ki znaša 81 pM (44), z vidika 
pridobljenih rezultatov ne predstavlja tveganja za učinek na receptorje za ščitnične hormone 
na populaciji, ki je sorafenibu izpostavljena le preko okolja. 
Skoraj vse testirane koncentracije erlotiniba so pri luciferaznem testu povzročile 
znižanje aktivnosti luciferaze, le najnižji koncentraciji erlotiniba pri agonističnem testiranju 
sta imeli povišano (100 pM) oz. enako (10 pM) aktivnost luciferaze kot kontrola. Pri 
antagonističnem testiranju so koncentracije 5 M, 1 M in 0,1 M povzročile statistično 
značilno znižanje aktivnosti luciferaze, vendar ne pod 70 % aktivnost luciferaze. Rezultati 
luciferaznega testa niso potrdili antagonističnega učinka erlotiniba na receptorje za ščitnične 
hormone, a vseeno ne moremo zanemariti statistično značilnega znižanja aktivnosti 
luciferaze glede na kontrolo. To lahko nakazuje na možen antagonizem, zato je erlotinib 
smiselno vključiti v nadaljnje raziskave glede delovanja na receptorje za ščitnične hormone. 
Dodaten razlog za to so tudi terapevtske koncentracije (glej 5.1. Ovrednotenje rezultatov 
celične viabilnosti), ki so ravno v koncentracijskem območju, kjer je erlotinib pokazal 
statistično značilno znižanje aktivnosti luciferaze.  
V strokovni literaturi lahko zasledimo klinični primer, kjer je pacientka doživela 
poslabšanje že prisotnega subkliničnega hipotiroidizma zaradi uvedbe terapije z erlotinibom, 
ki se je stopnjeval do resne oblike tega neželenega učinka (60). Drugih kliničnih primerov 
ali študij za erlotnib ni na voljo, kar kaže na to, da je delovanje erlotiniba na ščitnico manj 
verjetno. Tudi glede okoljskih koncentracij, ki po napovedih znašajo 6,98 pM (58), ni 
tveganja za delovanje erlotiniba na receptorje za ščitnične hormone. 
Pri antagonističnem testiranju regorafeniba je z zniževanjem koncentracij prišlo do 
postopnega zviševanja aktivnosti luciferaze do kontrolne vrednosti. Pri agonističnem 
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testiranju ni prisotnega enotnega trenda, prišlo je tako do znižanja kot do zvišanja aktivnosti 
luciferaze pod oz. nad kontrolno vrednost. Regorafenib na podlagi luciferaznega testa ne 
izkazuje niti agonističnega niti antagonističnega učinka na receptorje za ščitnične hormone. 
Terapevtskih koncentracij z vidika delovanja regorafeniba na receptorje za ščitnične 
hormone nismo testirali, ker so se že v testu celične viabilnosti izkazale za citotoksične. 
V študiji avtorjev F. Pani in sodelavcev je sodelovalo 25 pacientov, ki so bili pred 
uvedbo regorafeniba evtiroidni in so imeli diagnozo metastatskega kolorektalnega 
karcinoma. Znotraj petih mesecev od začetka terapije z regorafenibom je 13 pacientov 
postalo hipotiroidnih (52 %), 11 pa jih je potrebovalo terapijo z levotiroksinom. Pri vseh 
pacientih je med zdravljenjem prišlo do progresivnega upadanja volumna ščitnice, pri dveh 
pacientih pa celo do razvoja protiteles proti ščitnični peroksidazi (70). K. Sugita in sodelavci 
so v svoji študiji opazili povečanje TSH vrednosti nad normalne pri 42,8 % pacientov. 
Zdravljenje z levotiroksinom je bilo potrebno pri 8,5 %, klinično izražen hipotiroidizem pa 
se je pojavil pri 5,7 % pacientov (71). V študiji avtorjev G. Giampieri in sodelavcev so 
zaznali 9 % pojavnost hipotiroidizma pri pacientih zdravljenih z regorafenibom (68). J. 
Bruix in sodelavci so v svoji varnostni študiji poročali tako o pojavu hipertiroidizma (11 %) 
kot tudi hipotiroidizma (42 %) pri terapiji z regorafenibom (69). Ti izsledki študij kažejo na 
to, da je regorafenib povezan z neželenim delovanjem na ščitnico oz. ščitnične hormone, 
vendar glede na naše rezultate mehanizem delovanja ne vključuje delovanja na receptorje za 
ščitnične hormone. Okoljske koncentracije regorafeniba, ki so ocenjene na 1,24 nM (66), ne 
predstavljajo tveganja za učinke na receptorje za ščitnične hormone. 
Pri vrednotenju rezultatov je treba poudariti omejitev uporabljenega testa. V primeru 
sorafeniba in regorafeniba so literaturne plazemske koncentracije višje od necitotoksičnih 
koncentracij, ki smo jih določili s testom celične viabilnosti. Z luciferaznim testom zato 
nismo mogli preveriti, kakšen učinek na receptorje za ščitnične hormone imajo dejanske 
terapevtske koncentracije. Pri koncentracijah obeh omenjenih TKI, ki so nižje od 
plazemskih, učinka na receptorje za ščitnične hormone ne zaznamo, vendar tega ne moremo 
prenesti na terapevtske koncentracije. Neželeni učinki na delovanje ščitnice so pri terapiji s 
sorafenibom in regorafenibom še vedno lahko povezani z delovanjem na receptorje za 
ščitnične hormone, zato bi bilo treba izvesti nadaljnje študije na izbranem sistemu, ki bo 
omogočal testiranje terapevtskih plazemskih koncentracij. 
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6. SKLEP 
Pregled literature na temo vseh štirih testiranih TKI in pojava ščitnične disfunkcije 
je razkril povezanost med terapijo z izbranimi TKI in neželenim delovanjem na ščitnico; v 
večini primerov gre za hipotiroidizem. Medtem ko je z erlotinibom povezan le en kliničen 
primer pojava hipotiroidizma, je pri regorafenibu ta neželeni učinek opredeljen kot pogost. 
Pojavnost hipotiroidizma pri terapiji z imatinibom in sorafenibom je opisana v več študijah. 
Glede na naše rezultate nobenega izmed testiranih TKI ne moremo opredeliti kot 
MES, ki deluje na nivoju receptorjev za ščitnične hormone. Očitnega agonističnega ali 
antagonističnega delovanja na receptorje za ščitnične hormone testirani TKI ne izkazujejo, 
vendar zaradi nakazanih trendov takšnega mehanizma delovanja z gotovostjo ne moremo 
ovreči. Imatinib pri nizkih koncentracijah nakazuje možno hormetično delovanje; podobno 
je tudi pri sorafenibu. Erlotinib je pri antagonističnem testiranju izkazal statistično značilno 
zmanjšanje aktivnosti luciferaze, ki sicer ni presegla meje za antagonizem, vendar takšen 
trend ni zanemarljiv.  
V primeru imatiniba in sorafeniba je v prihodnja testiranja smiselno vključiti tudi 
koncentracije, nižje od že testiranih, in s tem preveriti, ali je morda za njiju značilna bifazna 
krivulja odnosa med koncentracijo in biološkim odzivom. Trend, ki smo ga opazili pri 
erlotinibu, je ravno v koncentracijskem območju, ki se uporablja v terapiji (podobno tudi pri 
imatinibu), zato bi z nadaljnjimi študijami bolje razjasnili, ali gre za dejanski učinek na 
receptorje za ščitnične hormone ali je bil opažen trend posledica drugih dejavnikov. Pri 
interpretaciji rezultatov je treba upoštevati še neobjavljene rezultate našega laboratorija, da 
imatinib deluje kot inhibitor luciferaze. V luči tega podatka je zmanjšanje luciferazne 
aktivnosti lahko tudi posledica inhibicije encima in tako naših rezultatov luciferaznega testa 
za imatinib ne moremo z gotovostjo pripisati zgolj delovanju učinkovine na receptorje za 
ščitnične hormone. Za testiranje dejanske aktivnosti imatiniba na receptorje za ščitnične 
hormone bi potrebovali test z drugim reporterskim genom (npr. test z reporterskim genom 
za beta laktamazo ali beta galaktozidazo), kjer se bi izognili vplivu imatiniba na luciferazo. 
Zaradi težavnosti menjave reporterskega gena bi lahko ubrali tudi drugačno pot, in sicer bi 
najprej testirali učinkovino za inhibicijo luciferaze in nato glede na te rezultate opravili še 
normalizacijo pridobljenih rezultatov luciferaznega testa za samo učinkovino. 
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Pri sorafenibu in regorafenibu so se dejanske terapevtske plazemske koncentracije 
na izbrani celični liniji izkazale za citotoksične. Pri luciferaznem testu teh dveh TKI smo 
tako ovrednotili učinek koncentracij, ki so nižje od terapevtskih, in na podlagi tega ne 
moremo sklepati, ali so neželeni učinki pri terapiji z njima povezani z delovanjem na 
receptorje za ščitnične hormone. Za razjasnitev tega vprašanja bi bilo treba opraviti nadaljnje 
študije na drugem izbranem sistemu, kjer terapevtske koncentracije ne bodo citotoksične in 
bo njihov učinek na delovanje receptorjev za ščitnične hormone lahko ovrednoten. 
Preučili smo le enega izmed možnih mehanizmov delovanja testiranih TKI na 
ščitnico. Tako lahko zaključimo, da na osnovi pridobljenih rezultatov za  izbrane TKI pri 
testiranih necitotoksičnih koncentracijah ne povzročajo neželenih učinkov na ščitnico preko 
delovanja na receptorje, vendar se izbrani TKI glede na pojavnost hipo- in hipertiroidizma 
gotovo vpletajo na nek drug nivo delovanja ščitnice. Iskanje mehanizma neželenega 
delovanja TKI tako ostaja predmet bodočih raziskav. 
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